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Os resultados presentes nesta tese foram obtidos durante a investigação desenvolvida, no âmbito do 
meu projecto de doutoramento, no Instituto de Medicina Molecular, entre Janeiro de 2006 a Dezembro de 
2010, sob a supervisão do Prof. Doutor Pedro Simas (Faculdade de Medicina, Universidade de Lisboa). 
O trabalho realizado entre Março a Dezembro de 2006 foi desenvolvido sob a supervisão do Prof. Doutor 
Xosé R. Bustelo, no Centro de Investigación del Cáncer, Universidade de Salamanca, Espanha. Durante 
esse período foram originados os resultados apresentados nas figuras 2.2., 2.3. e 5.1., e nas tabelas 2.1. 
e 2.2. Este projecto contou ainda com a colaboração do Prof. Doutor Salvatore Valitutti (Institut Nacional 
de la Santé et de la Recherche Médicale em Toulouse, França), que me acolheu no seu laboratório 
durante o período de Janeiro a Junho de 2009, e onde foram gerados os resultados apresentados nas 
figuras 5.2., 5.3., 5.4., e 5.5.  
 
Esta tese está organizada em oito capítulos, precedidos de um resumo em português e de um Abstract 
em língua inglesa. O primeiro capítulo é constituído pela revisão bibliográfica do tema, onde são 
abordados diversos assuntos relacionados com as principais características dos γ-herpesvírus e das 
células B. No final desse capítulo estão ainda enunciados os objectivos deste trabalho. Os resultados 
experimentais obtidos ao longo deste trabalho são detalhados e discutidos nos capítulos 2, 3, 4, 5 e 6. 
As considerações finais, que integram os resultados apresentados nos capítulos anteriores, estão 
descritas no capítulo 7. Finalmente, o capítulo 8 contém a descrição pormenorizada dos materiais e 
procedimentos experimentais empregues na realização desta investigação. As figuras de resultados 
suplementares estão incluídas nos anexos. 
 
Os resultados apresentados nesta tese são produto do meu trabalho, à excepção dos resultados 
descritos na Tabela 2.3. que foram obtidos por M. Miranda em colaboração com C. McVey, ITQB. Os 
resultados das figuras 6.2. e 6.3. foram obtidos por mim em colaboração com M. Alenquer.  
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A característica biológica principal dos herpesvírus é a sua capacidade de persistirem durante toda a 
vida do hospedeiro através do estabelecimento de infecções latentes. No caso particular dos 
gamaherpesvírus a latência é estabelecida preferencialmente em células B de memória. Para conseguir 
aceder ao compartimento das células B de memória, e assim colonizar o hospedeiro de forma eficiente, 
os gamaherpesvírus desenvolveram estratégias que visam a exploração do ciclo de vida normal das 
células B. Em particular, utilizam a reacção de centro germinativo para colonizar os folículos linfóides 
secundários. Com esse fim, os gamaherpesvírus promovem a activação das células B latentemente 
infectadas, induzindo a sua proliferação nos centros germinativos e a sua subsequente diferenciação em 
células B de memória. Estes processos celulares são controlados pela expressão de proteínas virais 
dedicadas à modulação das vias de sinalização das células infectadas. Uma dessas proteínas é a 
proteína M2 do herpesvírus de murídeo tipo 4 (MuHV-4). Recentemente demonstrou-se que M2 funciona 
como uma proteína adaptadora para promover a formação de complexos trimoleculares com as 
proteínas celulares Vav1 e Fyn, modelando dessa forma a sinalização de células B. Foi também 
demonstrado que esta acção de M2 é essencial para a colonização dos folículos linfóides, durante o 
estabelecimento inicial de latência. Para entrar nos folículos linfóides e originar uma reacção de centro 
germinativo, a célula B necessita de dois tipos de sinais celulares: o sinal de activação resultante da 
ligação do antigénio ao BCR e os sinais auxiliares de activação e sobrevivência fornecidos pela 
interacção com as células T helper (Th) CD4
+
. Uma vez que a acção de M2 é necessária para a eficiente 
colonização dos folículos, decidimos investigar qual o seu papel, enquanto proteína adaptadora, na 
modulação destes dois sinais celulares. 
Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que in vivo M2 funciona como uma proteína 
adaptadora que promove a formação de um sinalossoma de maiores dimensões constituído por PLCγ2, 
Vav1, p85α, Fyn e NCK1, todas elas proteínas envolvidas na sinalização a partir do BCR. Em 
consequência da formação deste complexo multiproteico, PLCγ2 é fosforilada em resíduos de tirosina, 
na ausência de estimulação por antigénio. Os domínios de M2 essenciais para a formação sinalossoma 
foram também identificados: a Y
120
 e os três domínios PxxP C-terminais são cruciais para as interacções 
proteicas, enquanto a Y
129 
é igualmente necessária para a indução da fosforilação de PLCγ2. O 




seguimento da investigação revelou que, no nosso sistema experimental, a proteína M2 polariza para a 
zona de contacto da sinapse imunológica (SI) formada entre células B e células Th CD4
+
, e que esta 
polarização é dependente da tirosina Y
120
 e dos domínios PxxP C-terminais. Os domínios de M2 
essenciais para a formação do sinalossoma são igualmente importantes para promover a polarização do 
MTOC da célula B para a zona de contacto, o que é indicativo de que sob a influência de M2 a célula B 
está mais activada. Os nossos resultados sugerem ainda que, através das suas funções moleculares 
como proteína adaptadora, M2 modela também o sinal transmitido na SI: aquando da expressão da 
proteína viral, em células B, a quantidade mínima de péptido necessária para activar a célula T é menor, 
verificando-se ainda uma maior activação da célula Th CD4
+
. Neste estudo, as funções de M2 na SI 
foram sempre dependentes da presença de antigénio específico.  
   
Em conjunto, os resultados descritos no presente estudo, revelam que M2 é uma proteína adaptadora 
que promove a formação de um sinalossoma, e que esta função molecular de M2 está envolvida na 
modulação da activação das células Th CD4
+
 na SI. No contexto fisiológico da infecção por MuHV-4, a 
intensificação do sinal transmitido na SI pela célula B pode resultar na atracção da ajuda das células Th 
CD4
+
 para as células B infectadas em detrimento das não infectadas. Assim, através das suas funções 
moleculares, M2 pode conseguir manipular os sinais celulares necessários para a activação e 
proliferação das células B, latentemente infectadas, nos centros germinativos e para a sua posterior 
diferenciação em células B de memória.   
 











The main biological characteristic of herpesviruses is their ability to persist for the lifetime of the host. To 
accomplish this herpesviruses establish latent infections, which in the case of gammaherpesviruses are 
established predominantly in memory B cells. To gain access to the memory B cell compartment and to 
colonize the host effectively, gammaherpesviruses developed strategies aimed at exploring the normal 
life cycle of B cells. In particular, they explore the germinal centre reaction in order to colonize secondary 
lymphoid follicles. As such, gammaherpesviruses promote the activation of latently infected B cells, 
inducing their proliferation in the germinal centres and their subsequent differentiation into memory B 
cells. This is achieved by the expression of viral proteins that modulate host cell signaling pathways. One 
of such proteins is the latency-associated protein M2, encoded by murid herpesvirus-4 (MuHV-4), a 
gammaherpesvirus of small rodents. Recently, it was shown that M2 functions as an adaptor protein that 
promotes the assembly of a trimolecular complex with both Vav1 and Fyn, this way modulating the 
infected B cell signaling pathways. In addition, it was demonstrated that this function of M2 is essential to 
the colonization of lymphoid follicles during the initial establishment of latency. Two types of signals are 
necessary for B cells to enter the lymphoid follicles and to originate a germinal centre reaction: the 
activation signal provided by BCR cross-linking and auxiliary signals provided by helper CD4
+
 T cells. 
Since M2 is necessary for the efficient colonization of follicles, we decided to investigate its role, as an 
adaptor protein, in the modulation of these two cellular signals. Here we show that M2 works in vivo as an 
adaptor protein that promotes the assembly of a larger multiprotein complex composed by PLCγ2, Vav1, 
p85α, Fyn and NCK1, all of them proteins that are involved in the signaling pathways downstream of the 
BCR. As a consequence of the formation of the signalossome, PLCγ2 becomes phosphorylated in 
tyrosine residues, in the absence of antigenic stimulation. The M2 domains essential for the assembly of 
the signalossome were also identified: Y
120
 and the three C-terminal PxxP domains are crucial for the 
molecular interactions, while Y
129
 is also necessary for the induction of PLCγ2 phosphorylation. Further 
investigation on M2 molecular functions, revealed that, in our experimental system, M2 polarizes to the 
contact site of the immunological synapse (IS) formed between B and helper CD4
+
 T cells, and that this 
polarization is dependent on Y
120
 and the three C-terminal PxxP domains. The M2 domains essential for 
the assembly of the signalossome are also important to promote the polarization of the B cell MTOC to 
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the contact zone, which suggests that under the influence of M2, the B cell is more activated. Our results 
further suggest that, through its molecular functions as an adaptor protein, M2 modulates the signal 
transmitted at the IS: M2 expression in B cells lowers the peptide threshold for T cell activation; also 
helper CD4
+
 T cells were more activated. In our experimental conditions, M2 functions at the IS were 
always dependent on the B cell presentation of cognate antigen.  
  
Taking together, the results presented here reveal that M2 is an adaptor protein that promotes the 
assembly of a signalossome. This molecular function of M2 is involved in the modulation of helper CD4
+
 T 
cells activation at the IS. In the physiological context of infection, the more intense signal transmitted at 
the IS by B cells may result in the attraction of T cell help to infected B cells in detriment of the uninfected 
ones. Thus, through its molecular functions, M2 may manipulate both cellular signals crucial for the 
activation and proliferation of latently infected B cells, in the germinal centres, and for its ensuing 
differentiation into memory B cells.           
 
Key words: gammaherpesviruses; latency; B cell modulation; M2; signalossome; immunological synapse 
      
 
 







APC Antigen presenting cell, Célula apresentadora de antigénio 
APS Ammonium persulphate, persulfato de amónio 
BCR  B-cell receptor, receptor de antigénio da célula B 
BFA  Brefeldina A 
BH  Breakpoint cluster region (Bcr) homology, domínio de homologia a uma porção da 
proteína Bcr 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 
BLNK   B-cell linker protein 
BSA  Bovine serum albumin, albumina de soro bovino 
[Ca
2+
i]  Concentração de cálcio intracelular 
Célula NK  Célula natural killer 
Célula Th  Célula T helper 
CFSE  Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester, succinimidil-éster diacetato de 
fluoresceína  
CG  Centro germinativo 
CMAC 7-amino-4-clorometilcumarina 
CMFDA  Diacetato de 5-clorometilfluoresceína 
CMTMR  5-(e 6)-(((4-clorometil)benzoil)amino) tetrametilrodamina 
CMV  Citomegalovírus 
cSMAC  Central supramolecular activation cluster, cluster supramolecular de activação central  
CTAR  C-terminal activation region, região de activação C-terminal 
CTL  Cytotoxic T Lymphocyte, célula T citotóxica 
D.O.  Densidade óptica 
DABCO  1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane 
DAG Diacilglicerol 
DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 
DCI   Microscopia diferencial de contraste de interferência  
DEAE  Dietilaminoetil 
DMEM  Dulbeco`s modified eagle`s medium 
DMSO  Dimethyl sulfoxide, sulfóxido de dimetilo 
DNA  Deoxyribonucleic acid, Ácido desoxirribonucleíco 
DTT  Ditiotreitol 
dSMAC  Distal supramolecular activation cluster, cluster supramolecular de activação distal 
EBER  Epstein-Barr virus encoded RNA, RNA codificado pelo vírus Epstein-Barr 
EBNA  Epstein-Barr virus nuclear antigen, antigénio nuclear do vírus Epstein-Barr  




EBV  Epstein-Barr virus, vírus Esptein-Barr 
EDTA  Etilenediaminetetraacetic acid, ácido etilenodiaminatetracético 
EF  Elongation Factor-hand domain 
eGFP  Enhanced green fluorescence protein, proteína verde fluorescente melhorada 
ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
ERK  Extracellular signal-regulated kinase, cinase regulada por sinais extracelulares 
FACS   Flow activated cell sorting, citometria de fluxo 
FAK2  Focal adhesion kinase 2, cinase 2 de focos de adesão 
FasL  Fas Ligand, Ligando de Fas 
FKHR   Transcription factor forkhead in rhabdomyosarcoma, factor de transcrição forkhead 
em randosarcoma 
Fo  Folicular  
FSC  Forward scatter 
γ-herpesvírus  Gamaherpesvírus 
GEF  Guanine nucleotide exchange factor, factor de troca de nucleótidos de guanina 
GFP  Green fluorescence protein, proteína verde fluorescente 
GST  Glutathione-S-transferase, S-transferase de glutationa 
HA   Hemagglutinin, hemaglutinina 
HAX-1  HS1 associated protein X-1, proteína associada a HS1, X-1 
HBS  Hepes buffered saline, solução salina tamponizada com Hepes  
HBSS  Hank`s Balanced Salt Solution, solução salina balanceada de Hanks 
HHV  Human herpesvirus, herpesvírus humanos 
HIV  Human immunodeficiency vírus, vírus da imunodeficiência humana 
HRP  Horseradish peroxidase, peroxidase de rábano  
HSV  Herpes simplex virus, vírus herpes simplex 
HVS  Herpes virus saimiri, herpesvírus saimiri 
ICAM-1  Intercelular adhesion molecule 1, molécula 1 de adesão intercelular 
ID  Índice de divisão 
Ig  Imunoglobulina 
IgD  Imunoglobulina de classe D 
IgG  Imunoglobulina de classe G 
IgM  Imunoglobulina de classe M 
IL  Interleucina 
INF  Interferão 
IP  Imunoprecipitação 
IP3  Inositol 1,4,5-trifosfato 
IPTG  Isopropril-β-D-tiogalactopiranosido 
IRES  Internal ribosomal entry site, local interno de ligação aos ribossomas 
ITAM  Immunoreceptor tyrosine-based activation motif 
JAK  Janus kinase, cinase Janus 
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JNK  c-Jun N-terminal kinase, cinase N-terminal do factor de transcrição c-Jun 
KD  Constante de dissociação no equilíbrio 
kDa  kilodaltons 
Kpb  kilopares de bases 
KSHV  Kaposi`s sarcoma associated herpesvirus, herpesvírus associado ao sarcoma de 
Kaposi  
LAT  Linker of Activated T cells 
LANA  Latency associated nuclear antigen, antigénio nuclear associado à latência  
LB  Luria Bertrani 
LCT  Lisados celulares totais 
LFA-1  Lymphocyte function-associated antigen 1, antigénio 1 associado à função dos 
linfócitos 
LMP  Latent membrane protein, proteína membranar de latência 
LTR  Long terminal repeats, repetições terminais longas 
Maldi-ToF  Matrix-assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight  
MAPK  Mitogen-activated protein kinase, proteína cinase activada por mitogénios 
MHC  Major histocompatibility complex, complex maior de histocompatibilidade 
mIg  Membrane immunoglobulin, Imunoglobulina membranar 
miRNA  micro RNA 
MoFlow  Modular Flow Cytometer, citometro de fluxo modular 
MSCV  Murine stem cell virus, vírus de células estaminais de murino   
MTOC   Microtubule organizing center, centro organizador de microtúbulos 
MuHV-4  Murid herpesvirus 4, herpesvírus de murídeo tipo 4 
NCBI  National Center for Biotechnology Information 
NCK1  NCK adaptor protein 1, proteína adaptadora 1 NCK 
NF-AT  Nuclear factor of activated T cells, factor nuclear de células T activadas 
NF-κB  Nuclear factor kappa B, factor nuclear kappa B 
ORF  Open reading frame, grelha de leitura aberta 
OVAp  Ovalbumine peptide, péptido de ovalbumina 
p110BD  p110 binding domain, domínio de ligação a p110 
PAGE  Polyacrilamide gel electrophoresis, electroforese em gel de poliacrilamida 
Pak1  p21-activated kinase, cinase p21 activada 
pb  pares de bases 
PBS  Phosphate-buffered saline, solução salina tamponizada com fosfato 
PCR  Polymerase chain reaction, reacção em cadeia da polimerase 
PE  Phycoerythrin, ficoeritrina 
PFA  Paraformaldeído 
PH  Plekstrin homology, domínio de homologia com plecstrina 
p.i.  pós-infecção 
PI  fosfatidil-inositol 




PI3K  Phosphoinositide-3 kinase, cinase de 3-fosfoinositol 
PiP  Phosphatidylinositol 3-phosphate, Fosfatidil inositol 3-fosfato 
PiP2  Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, fosfatidil inositol 4,5-bifosfato 
PiP3  Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate, fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato 
PiP5-K  Phosphatidylinositol phosphate 5-kinase, cinase de fosfatidil inositol 5-fosfato 
PKC  Protein kinase C, proteína cinase C 
PLCγ1  Phospholipase C-gamma 1, fosfolipase C-gama 1 
PLCγ2  Phospholipase C-gamma 2, fosfolipase C-gama 2 
PMA  phorbol-12-myristate-13-acetate 
pSMAC  Peripheral supramolecular activation cluster, cluster supramolecular de activação 
periférico 
RBD  Rac1 binding domain, domínio de ligação a Rac1 
RIP  Receptor interacting protein, proteína de interacção com o receptor 
RNA  Ribonucleic acid, ácido ribonucleico 
RNAm  RNA mensageiro 
RNase  Ribonuclease 
RRV  Rhesus macaque rhadinovirus, radinovírus de macaco Rhesus  
RT-PCR  Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, reacção em cadeia da polimerase 
de transcrição reversa 
SAP  Shrimp alkaline phosphatase, fosfatase alcalina de camarão 
SDS  Sodium dodecil sulphate, dodesilsulfato de sódio 
SEE  Staphylococcal Enterotoxin E, Enterotoxina E de estafilococos 
SH2  Src homology domain 2, domínio 2 de homologia com Src  
SH3  Src homology domain 3, domínio 3 de homologia com Src 
SHP2  SH2 domain-containing protein tyrosine phosphatase-2, proteína fosfatase de 
tirosinas 2 que contém domínios SH2   
SI  Sinapse imunológica 
SOS  Son of sevenless 
SSC  Side scatter 
STAT   Signal Transducer and Activator of Transcription, Transductor de sinal e activador da 
transcrição 
TAE  Tris-Ácido acético-EDTA 
TBS-T  Tris buffered saline with Tween-20, Solução salina tamponizada com Tris e Tween-20 
TCR  T-cell receptor, receptor da célula T 
TEMED  N,N,N`,N`tetrametiletilenodiamina 
Tg  Transgene 
TMB  Tetrametilbenzidina 
TNF  Tumor necrosis factor, factor de necrose tumoral 
TR  Terminal repeats, repetições terminais 
TRADD  TNF receptor-associated death domain, domínio de morte associado ao receptor TNF 
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TRAF  TNF receptor-associated factor, factor associado ao receptor TNF 
Tris  Tris(hidroximetil)aminometano 
tRNAs  transfer RNAs, RNAs de transferência 
UV  Ultravioleta 
vtRNAs  viral transfer RNAs, RNAs virais com estrutura de RNA de transferência 
VCAM-1  Vascular cell adhesion molecule 1, molécula 1 de adesão das células vasculares 
VLA-4  Very Late Antigen-4 
VZV  Varicela zoster virus, vírus varicela zoster  
WB  Western-blot 
WT  Wild type, tipo selvagem 
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 Capítulo 1 
 Introdução 
 






O herpesvírus de murídeo tipo 4 (MuHV-4) pertence à família Herpesviridae, uma família de vírus de 
animais que estão extremamente bem disseminados na natureza. Como tal, é possível encontrar 
exemplos destes vírus na maioria das espécies animais, desde invertebrados a mamíferos, incluindo o 
homem. Inclusive, os herpesvírus foram os primeiros vírus associados a doenças malignas em humanos. 
Devido ao facto de os herpesvírus poderem causar doenças graves, principalmente em hospedeiros 
imunodeprimidos, a compreensão dos mecanismos pelos quais causam infecção é de extrema 
importância.  
Uma das principais características dos herpesvírus é a sua capacidade de perseverarem na população. 
Para tal, evoluíram de forma a conseguir estabelecer infecções latentes e persistentes nos seus 
hospedeiros. De forma a favorecer o processo do estabelecimento de latência, os herpesvírus 
desenvolveram estratégias com o objectivo de controlar diferentes aspectos da biologia dos hospedeiros. 
Entre elas está a expressão, durante a fase de latência, de alguns genes virais específicos que codificam 
proteínas cuja função é, entre outras, a de manipular as vias de sinalização do hospedeiro para proveito 
próprio do vírus. No caso do vírus MuHV-4, uma dessas proteínas é a proteína associada à latência M2, 
o foco principal desta tese.   
Neste estudo, pretendemos compreender melhor os mecanismos pelos quais a proteína viral M2 
consegue modelar os processos celulares do hospedeiro, de forma a permitir que o vírus atinja o seu 
objectivo de permanecer latente e a persistir durante toda a vida do hospedeiro.  
 
1.1. A célula B 
 
O principal alvo celular para o estabelecimento de latência pelos gamaherpesvírus, subfamília à qual 
pertence o vírus MuHV-4, são as células B de memória. Para atingirem essa população celular, os 
gamaherpesvírus dependem de forma crítica da reacção de centro germinativo. Assim, para melhor 
compreender o processo do estabelecimento de latência, é importante rever alguns aspectos da biologia 
das células B, nomeadamente a sua activação e diferenciação. A população de células B é constituída 
por várias subpopulações distintas, tais como células B imaturas, células B maturas, células B activadas 
e células B de memória ou células plasmáticas, entre outras. A transição entre estas fases do 




desenvolvimento é um processo complexo que tem de estar muito bem regulado. Para além dos sinais 
transmitidos através dos receptores à superfície celular, as células B têm de ser capazes de integrar 
também os estímulos providenciados pelas citocinas do meio extracelular e os resultantes da interacção 
com outras células do sistema imunitário. As próximas secções deste capítulo serão assim dedicadas a 
esta população celular dinâmica e complexa.    
 
1.1.1. O receptor de células B 
 
As células B são um dos componentes principais do sistema imunitário adaptativo. Para exercerem a sua 
função de defesa do organismo, estas células têm de ser capazes de reconhecer a grande variedade de 
patogénios a que um indivíduo está sujeito durante toda a sua vida, originando o desenvolvimento de 
uma resposta imunitária específica e eficiente. O reconhecimento dos antigénios patogénicos é feito 
através do receptor de células B (BCR, B-cell receptor), uma molécula que está presente durante todas 
as fases do desenvolvimento destas células. A sinalização a partir deste receptor celular é ainda 
essencial para o desenvolvimento e sobrevivência das células B.  
O BCR (Figura 1.1.) é um complexo multiproteico composto por uma molécula de imunoglobulina 
transmembranar (mIg) associada de forma não-covalente a um heterodímero de proteínas Igα e Igβ. A 
molécula de mIg constitui a subunidade de reconhecimento e ligação ao antigénio, enquanto as 
proteínas Igα/Igβ compõem a subunidade de transdução de sinal do receptor (Roizman and Pellett, 
2001; Reth, 1989). A estrutura da molécula de mIg é semelhante à estrutura de uma molécula de 
anticorpo. Como tal, é constituída por duas cadeias polipeptídicas pesadas idênticas, cada uma delas 
ligada covalentemente por pontes dissulfido a uma cadeia polipeptídica leve, igualmente idênticas entre 
si. As cadeias pesadas são mantidas juntas também através de pontes dissulfido. Na extremidade N-
terminal dos pares de cadeias pesadas e cadeias leves reside o local de ligação do antigénio, único para 
cada BCR.  
As cadeias Igα/Igβ têm duas características principais que lhes permitem ser a subunidade de 
transdução de sinal. Em primeiro lugar, cada uma delas tem uma cauda citoplasmática suficientemente 
grande para interagir com proteínas de sinalização celular. Para além disso, cada uma destas caudas 
citoplasmáticas contém um motivo específico de aminoácidos, constituído por 2 resíduos de tirosina 
conservados rodeados por sequências de aminoácidos consenso (Reth, 1989), denominado de ITAM 
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(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Estes motivos são extremamente importantes para a 
transdução de sinais pois são locais de reconhecimento pelas proteínas cinases de tirosina, permitindo 
assim a transdução de sinais extracelulares em respostas celulares específicas. O papel do BCR na 







Local de ligação 
ao antigénio
 
Figura 1.1. Esquema representativo do Receptor de células B. O complexo do BCR é composto por uma 
molécula de imunoglobulina transmembranar constituída por duas cadeias pesadas (amarelo claro) ligadas 
covalentemente a duas cadeias leves (amarelo escuro), num arranjo em forma de “Y”, e por um heterodímero de 
proteínas sinalizadoras Igα/Igβ (lilás e verde, respectivamente), em cujas caudas citoplasmáticas estão presentes os 
motivos de aminoácidos particulares, denominados de ITAMs (encarnado). Adaptado de Goldsby, 2003. 
 
1.1.2. Activação e diferenciação de células B  
 
O desenvolvimento das células B, que culmina na sua diferenciação em células B de memória ou em 
células plasmáticas (células B efectoras) produtoras de anticorpos, é um mecanismo complexo e 
dinâmico que pode ser dividido em três etapas fundamentais: produção de células B maturas 
(maturação), activação e diferenciação. Para o interesse desta tese serão abordadas as fases de 
activação e diferenciação. 
 
Após a sua maturação nos órgãos linfóides secundários, as células B foliculares (Fo) maturas (IgMlo 
IgDhi) recirculam continuamente pelo organismo, entre o sangue, a linfa, e os órgãos linfóides primários e 
secundários, onde podem eventualmente ser activadas pelo antigénio apropriado (Calame, 2001). 




Enquanto não entram em contacto com um antigénio específico, denominam-se de células B naïve e têm 
um tempo de vida relativamente curto. Na ausência de sinais de sobrevivência providenciados pelo 
encontro com o antigénio, as células B naïve são eliminadas por apoptose, ao fim de algumas semanas. 
Contrariamente, a ligação do antigénio adequado ao BCR das células B naïve, promove a activação 
inicial destas células. Como tal, quando as células B naïve entram em contacto com o antigénio, param 
de circular e migram para a bainha linfóide periarteriolar dos órgãos linfóides secundários (Figura 1.2.). 
Durante a activação inicial das células B maturas, o BCR desempenha um papel essencial. O sinal 
intracelular emitido pela ligação do BCR promove a activação das vias de sinalização celular que estão 
na sua dependência (Pierce, 2002). Adicionalmente, a ligação do antigénio ao BCR fornece sinais de 
competência e de progressão que fazem com que as células B, inicialmente na fase G0 do ciclo celular, 
progridam ao longo das fases deste ciclo, e entrem em divisão celular. No entanto, a ligação do antigénio 
ao BCR, por si só, não é suficiente para promover a activação completa das células B. Para que o sinal 
de competência seja eficiente, as células B necessitam ainda da ajuda de um outro tipo de linfócitos 
especializados, as células T helper (Th) CD4+ (Parker, 1993) (Figura 1.2. (2)), presentes em grande 
quantidade na bainha linfóide periarteriolar. As células Th CD4+ são previamente activadas através da 
interacção com células dendríticas ou macrófagos, apresentadoras do mesmo antigénio, o que permite 
às células Th reconhecer o antigénio na superfície das células B (Figura 1.2. (1)). Após a ligação do 
antigénio à célula B matura, os complexos antigénio-BCR são internalizados e degradados, originando 
diversos péptidos que se ligam às moléculas MHC (major histocompatibility complex, complexo maior de 
histocompatibilidade) de classe II. Os complexos péptido-MHC-II (pMHCII) são em seguida apresentados 
à superfície membranar, sendo reconhecidos pelo pelas células Th CD4+ específicas para o antigénio, o 
que permite à célula B funcionar como uma célula apresentadora de antigénio (APC, antigen presenting 
cell) (Pierce, 2002) (Figura 1.2. (2)).  
A interacção directa entre os complexos pMHCII, e outras moléculas acessórias de células B, tais como 
CD40 e ICOSL, com o receptor de células T (TCR, T-cell receptor), a molécula CD40L e o co-
estimulador ICOS, respectivamente, expressos na superfície das células Th CD4+, permite a formação 
de conjugados entre células B e T, um mecanismo de activação bidireccional conhecido como sinapse 
imunológica. Desta forma, a célula B recebe os sinais complementares, fornecidos pela célula Th CD4+, 
responsáveis pela completa activação da célula B matura (Klein and Dalla-Favera, 2008; Nutt and 
Tarlinton, 2011).   
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As vias de sinalização celular activadas pela ligação do BCR e o mecanismo de sinapse imunológica 
serão descritos mais em pormenor nas próximas secções deste capítulo. 
Como consequência da sua estimulação, as células B entram em proliferação, dividindo-se rapidamente.  
 
Após a sua activação, as células B migram da bainha linfóide periarteriolar para o centro dos folículos 
secundários, onde recebem sinais adicionais das células Th CD4+ e das células dendríticas foliculares aí 
presentes, originando uma reacção de centro germinativo (CG) (Figura 1.2. (3)). O CG aparece cerca de 
7 a 10 dias após a exposição inicial da célula B ao antigénio, e é o local onde as células B activadas, 
com elevada afinidade para o antigénio, são seleccionadas para se diferenciam em células B de 
memória ou em células plasmáticas. Durante as fases iniciais da formação dos CG, as células B 
activadas sofrem vários ciclos de proliferação e de hipermutação somática, expandindo-se de forma 
clonal. Estas células em proliferação (centroblastos) localizam-se na zona escura dos CGs, 
diferenciando-se em seguida em centrócitos que migram para a zona clara. A zona clara é a zona do CG 
onde ocorrem dois mecanismos chave para a continuação do desenvolvimento das células B. Por um 
lado, as células dendríticas foliculares apresentadoras de complexos antigénio-anticorpo, presentes em 
grande quantidade nesta zona, interagem com os centrócitos cujo BCR apresenta uma elevada afinidade 
para o antigénio apresentado, fornecendo-lhes sinais de sobrevivência, através de um processo de 
selecção positiva denominado de maturação por afinidade. A maioria dos centrócitos, no entanto, devido 
à quantidade limitada de antigénio e à competição pela ligação, não encontra um antigénio com 
afinidade para o seu BCR, sendo eliminados por apoptose. Os centrócitos com elevada afinidade, 
seleccionados positivamente, recebem ainda sinais co-estimulatórios adicionais, resultantes da 
interacção directa entre as células B e as células Th CD4+, residentes na zona clara dos CGs, e das 
citocinas por estas produzidas. Adicionalmente, na zona clara ocorre ainda a recombinação da classe de 
imunoglobulina expressa pelas células B. Este mecanismo de recombinação possibilita que células filhas 
de uma mesma célula B activada produzam anticorpos de diferentes isotipos mas com a mesma 
especificidade, aumento assim a variabilidade. No entanto, cada célula filha só produz anticorpos de um 
único tipo (Guzman-Rojas et al., 2002; Klein and Dalla-Favera, 2008).  
 
Finalmente, os centrócitos que sobreviveram diferenciam-se em células B de memória ou em células 
plasmáticas, abandonando em seguida o CG (Figura 1.2. (4)). O que determina a diferenciação entre um 




ou outro tipo celular não é ainda totalmente conhecido (Calame, 2001). Alguns estudos sugerem, no 
entanto, que a continuação da expressão do factor de transcrição PAX5, ao invés da sua inactivação, 
bem como a estimulação de CD40 na presença de citocinas específicas, são factores essenciais para 
sinalizar a diferenciação das células de CG em células de memória, em vez de células plasmáticas 
(Arpin et al., 1995). As células plasmáticas são células efectoras terminalmente diferenciadas, que 
apresentam poucas ou nenhumas moléculas de mIg, e que produzem e segregam anticorpos com 
elevada afinidade para o antigénio específico. Estas células podem também ser geradas noutros locais 
fora dos CGs, apresentando uma esperança média de vida muito variável (desde dias a meses). As 
células B de memória são células que não segregam anticorpos, expressam uma mIg e têm uma 
esperança de vida longa. Após uma segunda exposição ao mesmo antigénio, as células de memória são 










































Figura 1.2. Activação e diferenciação de células B. 
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Figura 1.2. Activação e diferenciação de células B. Após o contacto com o antigénio, as células B naïve em 
circulação migram para a bainha linfóide periarteriolar dos órgãos linfóides secundários, onde a sua activação é 
completada pela interacção com as células T helper CD4+ (2). As células T helper CD4+ foram previamente 
activadas pela interacção com células dendríticas apresentadoras do mesmo antigénio (1). Uma vez activadas, as 
células B migram para o centro dos folículos secundários, deixam de expressar uma mIg, passando a chamar-se 
centroblastos (3). Os centroblastos, localizados na zona escura do folículo, sofrem vários ciclos de proliferação e de 
hipermutação somática, originando uma reacção de centro germinativo. Após a sua expansão clonal, os 
centroblastos migram para a zona clara, e começam a expressar uma mIg. Agora denominados por centrócitos, as 
células B passam por um processo de selecção, durante o qual aqueles cujo BCR apresenta uma elevada afinidade 
para o antigénio, apresentado pelas células dendríticas, são seleccionados positivamente e sobrevivem (maturação 
por afinidade). Ao invés, os que apresentam um BCR com baixa afinidade são eliminados por apoptose. Nesta fase, 
os centrócitos sofrem também a recombinação da sua molécula de Ig. Por fim, os centrócitos recebem sinais de 
sobrevivência adicionais das células T helper CD4+, diferenciando-se em células de B memória ou células 
plasmáticas, que abandonam o folículo (4). As referências estão indicadas no texto.        
 
1.1.3. Activação de células B induzida pela ligação do antigénio ao BCR 
 
Um dos papéis fundamentais desempenhados pelo BCR é a transmissão dos sinais de activação, 
provenientes do meio extracelular, para o interior da célula. A sinalização celular a partir do BCR inicia-
se com a ligação de um antigénio ao seu local específico de ligação na molécula de mIg, o que gera um 
sinal que é transduzido intracelularmente pelas caudas citoplasmáticas do heterodímero Igα/Igβ 
(Monroe, 2006). Quando as células B estão em repouso, a maioria dos complexos do BCR, encontram-
se distribuídos pela superfície celular sob a forma de monómeros (Pierce and Liu, 2010). No entanto, 
após a ligação de um antigénio multivalente solúvel, os vários complexos do BCR aglomeram-se numa 
determinada região membranar (raft lipídico) e ligam-se entre si, o que estimula o receptor. Os rafts 
lipídicos são microdomínios membranares especializados e dinâmicos, relativamente insolúveis e ricos 
em lípidos particulares, aos quais se associam preferencialmente proteínas importantes para a 
sinalização intracelular (Pierce, 2002). Para além dos complexos do BCR, também os complexos do co-
receptor de células B, constituído por três moléculas (CD19, CD21 e CD81), se aglomeram nos rafts 
lipídicos. 
Como resultado da estimulação do BCR, os resíduos de tirosinas dos ITAMs, localizados nas caudas 
citoplasmáticas do heterodímero Igα/Igβ, são fosforilados. Uma vez que o BCR não possui actividade 
cinásica, a fosforilação das tirosinas dos ITAMs é efectuada pelas cinases de tirosinas da família Src 
associadas ao BCR, tais como Lyn, Fyn e Blk. Este evento de fosforilação gera locais de ancoragem que 
permitem o recrutamento e a activação da cinase de tirosinas Syk, uma enzima determinante no 




processo de activação da célula B. A interacção entre Syk e os ITAMs é mediada pela presença na 
cinase de dois domínios SH2 (Src homology domain 2, domínio 2 de homologia com Src) de interacção 
com proteínas. Uma vez activada, Syk recruta outras moléculas, promovendo a sua fosforilação e 
activação. Desta forma, o recrutamento de Syk é essencial para a transmissão intracelular do estímulo 
pois possibilita a formação de um sinalossoma. Este constitui um complexo multiproteico funcional, 
constituído pela aglomeração de várias proteínas envolvidas em vias de sinalização celular, tais como 
Vav1, PLCγ2, PI3K, as proteínas adaptadoras (BLNK, NCK1, GRB2), entre outras. Todas as moléculas 
recrutadas para o BCR têm na sua sequência domínios de interacção com proteínas, tais como domínios 
SH2 e/ou SH3 (domínio 3 de homologia com Src), o que lhes permite interagir umas com as outras 
formando a “rede” de proteínas que define o sinalossoma. Na cauda citoplasmática de CD19 estão 
presentes 9 resíduos de tirosinas que são igualmente fosforilados por cinases da família Src, gerando 
locais de ancoragem adicionais para mais proteínas de sinalização, como Lyn, PI3K e Vav, amplificando 
desta forma o sinal de activação transmitido pelo BCR. A activação conjunta do co-receptor CD19 é 
imprescindível para a completa activação das células B maturas e para as seguintes etapas do seu 
desenvolvimento.  
A formação do sinalossoma provoca a activação de diversas vias de sinalização celular, iniciando-se a 
transmissão de uma série de sinais intracelulares que culminam em respostas biológicas essenciais para 
diversos processos em células B (Kurosaki, 2002; Kurosaki and Hikida, 2009; Wang and Clark, 2003).  
As vias de sinalização activadas em resposta à ligação do BCR (revisto em Niiro and Clark, 2002) e que 
desempenham um papel importante na activação de células B maturas, isto é, as vias reguladas por 
PLCγ2, por PI3K, e pelas GTPases das famílias Rho/Rac e Ras, serão realçadas em seguida (Figura 
1.3.). 
 
A enzima PLCγ2 catalisa a hidrólise de PIP2 (fosfatidil inositol 4,5-bifosfato), um fosfolípido membranar, 
nos mensageiros secundários IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato) e DAG (diacilglicerol), que promovem a 
abertura dos canais de cálcio e activam a cinase de serinas/treoninas PKC. O aumento dos níveis de 
cálcio intracelular e a activação de PKC promovem a activação dos factores de transcrição nuclear NF-
AT (nuclear factor of activated T-cells) e NF-κB (nuclear factor kappa B), estimulando a transcrição de 
genes envolvidos na proliferação e diferenciação da célula B (Niiro and Clark, 2002).  
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A enzima PI3K é uma cinase de lípidos, que tem como função adicionar um grupo fosfato à posição 3 do 
anel de inositol dos derivados de fosfatidil-inositol (PI). A activação de PI3K catalisa assim a formação, 
no folheto interno da membrana plasmática, de fosfatidil inositol 3-fosfato (PIP), de PIP2 e 
preferencialmente fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) gerando locais de ancoragem na membrana, 
responsáveis pelo recrutamento de enzimas que contêm domínios de homologia a pelestrina (PH, 
pleckstrin homology domains) com selectividade para estes lípidos. Uma das enzimas cuja activação 
depende de PI3K é a cinase de serinas/treoninas AKT. Após o recrutamento para a membrana e a sua 
activação, AKT fosforila uma série de moléculas, e activa o factor de transcrição nuclear NF-κB, 
promovendo a transcrição de determinados genes instrumentais para a proliferação, crescimento, 
sobrevivência e metabolismo celulares (Okkenhaug and Vanhaesebroeck, 2003).  
  
As GTPases da família Rho/Rac e Ras constituem outro grupo de proteínas cuja função é propagar o 
sinal de activação do BCR. Estas proteínas existem nas células em duas formas diferentes: uma 
inactiva, ligada a GDP, e outra activa, ligada a GTP. A sua activação é dependente de outras proteínas 
que funcionam como factores de troca de nucleótidos de guanina (GEFs, guanine nucleotide exchange 
factors) e que, como tal, promovem a troca do GDP ligado às GTPases inactivas por GTP, o que as 
torna activas. 
As proteínas da família Vav, activadas pela ligação do BCR, actuam como GEFs para as GTPases da 
família Rho/Rac. A activação destas GTPases promove a reorganização do citosqueleto de actina, 
crucial para a formação dos rafts lipídicos e a internalização do BCR. As proteínas Rho/Rac estão ainda 
envolvidas na activação das cinases PIP5-K (fosfatidil inositol 5-fosfato), p38 e JNK (c-Jun N-terminal 
kinase), o que resulta, respectivamente, na estimulação da produção de PIP2 e na activação de vários 
factores de transcrição nucleares essenciais para a transcrição de genes relacionados com a 
sobrevivência, proliferação e diferenciação (Bustelo, 2000; Tybulewicz and Henderson, 2009).  
As GTPases da família Ras são activadas pelo seu factor de troca de nucleótidos específico, SOS, o que 
promove a activação da via das cinases de serina/treonina activadas por mitógeneo – via das MAPKs, e 
em especial, do subgrupo de proteínas ERK (extracellular signal-regulated kinases). Uma vez activadas, 
as proteínas ERK1/2 translocam-se para o núcleo onde promovem a alteração dos perfis de expressão 
génica e regulam o crescimento e diferenciação celular (Niiro and Clark, 2002).  
 




As várias vias de transdução de sinal não funcionam de forma isolada. Ao contrário, encontram-se 
interligadas, o que torna a sinalização celular um processo dinâmico e complexo. A activação de 
determinadas moléculas pertencentes a uma via específica pode influenciar, directa ou indirectamente, 
outra via adjacente. Algumas moléculas têm um efeito inibitório nas outras vias, enquanto outras podem 
ter um efeito estimulador, observando-se neste caso um sinergismo do sinal transmitido, contribuindo 
para a sua amplificação.  
As respostas celulares à activação do BCR podem agrupar-se em dois grandes grupos: a estimulação de 
genes de sobrevivência e divisão celular, e a reorganização do citosqueleto de actina. São estas 
alterações ao nível molecular que estão na base dos processos de proliferação e diferenciação que 
ocorrem durante o desenvolvimento das células B. Interferências na transdução de sinal podem ter 
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Figura 1.3. Transdução de sinal em células B activadas pela ligação do antigénio ao BCR. A ligação do 
antigénio ao BCR promove a activação das cinases da família Src, nomeadamente Lyn, Fyn e Blk. Estas fosforilam 
os resíduos de tirosinas dos ITAMs, gerando locais de ligação para a cinase Syk. A ligação de Syk promove a sua 
activação, o que permite o recrutamento e a activação de várias proteínas envolvidas em sinalização celular, e a 
formação do sinalossoma. Como consequência da formação do sinalossoma, várias vias de transdução de sinal são 
activadas, como por exemplo a via da PLCγ2, da PI3K, e a das GTPases Rho/Rac e Ras (ver texto). Por fim, a 
activação destas vias de sinalização celular resulta na reorganização do citosqueleto de actina e na estimulação da 
expressão de genes promotores de sobrevivência e de proliferação celular. Figura adaptada de Niiro, 2002.      
 
1.1.4. Activação da célula B dependente do auxílio da célula Th: formação de sinapse imunológica  
 
A completa activação das células B naïve, fundamental para promover a sua entrada nos folículos 
secundários, necessita do auxílio das células Th. A interacção entre estas células volta a ser imperativa 
durante a reacção de centro germinativo e na fase de diferenciação das células B.   
A activação inicial do BCR induz o aumento da expressão de genes que codificam várias proteínas de 
superfície envolvidas na colaboração entre células B e T, entre elas as MHCII e as proteínas CD80 e 
CD86. Paralelamente, os péptidos gerados pelo processamento do antigénio, entretanto internalizado 
com o BCR, são carregados nas MHCII produzidas e apresentados à superfície celular. Em conjunto, 
estes factos fazem com que a célula B fique preparada para funcionar como uma APC, recrutando a 
ajuda das células Th (Batista and Neuberger, 2000; Lanzavecchia, 1985). 
O contacto inicial entre a célula Th e a célula B apresentadora de antigénio é independente do antigénio 
e é mediado pela ligação das moléculas de adesão CD2 e LFA-3. Esta ligação é transiente a não ser que 
a célula Th reconheça o antigénio para o qual é específica, na superfície da célula B. Nesse caso, o TCR 
liga-se ao complexo pMHCII e a interacção entre as duas células torna-se estável e duradoura, 
originando a formação de uma sinapse imunológica (SI) (Grakoui et al., 1999) (Figura 1.4.). Por 
definição, a SI é uma zona de contacto especializada formada entre um linfócito (T ou B) ou uma célula 
NK (natural killer), e uma APC (Huppa and Davis, 2003). A formação da SI é um processo activo, 
acompanhado por extensas alterações estruturais, tais como a polarização do citosqueleto para a zona 
de contacto, a redistribuição das moléculas na superfície celular, e ainda o recrutamento para a zona de 
contacto de diversas moléculas envolvidas em sinalização celular e que desempenham um papel 
determinante na formação e manutenção desta estrutura. As moléculas à superfície organizam-se em 
áreas definidas dentro da interface formando uma SI matura com um padrão característico em forma de 
alvo (bull`s eye), constituído três regiões distintas: o cSMAC (central supramolecular activation cluster), o 




pSMAC (peripheral supramolecular activation cluster) e o dSMAC (distal supramolecular activation 
cluster). O padrão inicial da formação da SI é o inverso do observado na SI matura, com as moléculas 
constituintes do pSMAC a acumularem-se no meio da sinapse e as moléculas que compõem o cSMAC 
presentes na periferia, adquirindo o seu padrão final à medida que a SI vai maturando (Anton van der 
Merwe et al., 2000; Dustin, 2002; Monks et al., 1998). Dependendo do tipo de células envolvidas a 
composição da SI bem como a duração da interacção varia significativamente, o que determina o tipo e a 
quantidade de informação transmitida. Para o interesse desta tese somente a SI entre uma célula B e 
uma célula Th será descrita em pormenor. 
O cSMAC constitui a zona central da SI, onde se acumulam pequenas moléculas de superfície que têm 
um papel na sinalização celular, tais como receptores, co-receptores, outras moléculas acessórias, e os 
respectivos ligandos. Como tal, estão presentes no cSMAC os pares de moléculas TCR-CD3/pMHCII e 
CD4, CD28/CD80 (ou CD86), para além de outras proteínas, como Lck, Fyn, Lyn, Syk, Vav1, PI3K, 
PLCγ2, PKCθ, ZAP70, etc, algumas delas específicas de cada tipo celular, e cuja função é transduzir os 
sinais provenientes da SI. O cSMAC é rodeado pelo pSMAC, constituído por moléculas de adesão tais 
como CD2/LFA-3, LFA-I/ICAM-I, Talina, e outras proteínas relacionadas com o citosqueleto de actina. 
Por fim, o dSMAC forma um anel, à volta do pSMAC, formado por moléculas inibitórias do funcionamento 
da sinapse que são dessa forma afastadas do cSMAC. Algumas destas moléculas são recrutadas para 
estes locais apenas temporariamente (Friedl et al., 2005; Huppa and Davis, 2003) (Figura 1.4.).  
A formação da SI é extremamente importante para a correcta activação e diferenciação da célula B, pois 
constitui uma plataforma de sinalização compartimentalizada e dinâmica, através da qual as células B e 
as células Th comunicam e trocam informação de forma bidireccional, activando-se mutuamente. A SI é 
ainda o local da secreção polarizada de citocinas pelas células Th (Trautmann and Valitutti, 2003; van 
der Merwe, 2002).  
A formação da SI matura, entre células B e células Th, ocorre rapidamente após o primeiro contacto e 
dura várias horas. Durante esse tempo, a interacção entre o TCR e o complexo pMHCII faz com que a 
célula B emita um sinal que activa a célula Th a expressar a molécula CD154. Por sua vez, a interacção 
do ligando CD154 com CD40, o seu receptor na superfície das células B, faz com que a célula Th emita 
um sinal acessório que activa a célula B. A ligação de CD40 promove o recrutamento, para a zona de 
contacto, de diversas moléculas envolvidas em sinalização celular, idênticas às que fazem parte do 
sinalossoma formado após a activação do BCR pela ligação do antigénio. A activação das vias de 
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sinalização que estão na dependência destas proteínas, descritas na secção anterior, promovem entre 
outros, a transcrição dos genes dos receptores de citocinas nas células B. Simultaneamente, a 
interacção de CD80 ou CD86 com o receptor co-estimulatório CD28, fornece sinais de co-estimulação às 
células Th, resultando na sua completa activação e diferenciação em células efectoras. Estas 
direccionam o aparelho de Golgi e o centro organizador de microtúbulos (MTOC) para a SI, o que 
permite a secreção polarizada de citocinas (IL, interleucinas) para o espaço intersináptico, e a sua 
interacção com os receptores específicos expressos na superfície das células B (Goldsby, 2003; 
Janeway, 2005). 
O sinal específico do contacto com as células Th, emitido pela ligação de CD40 e outras interacções 
moleculares adicionais, e pela produção de citocinas, juntamente com o sinal transduzido pela activação 
do BCR, promovem a activação completa das células B, e a sua proliferação e diferenciação em células 



























































Figura 1.4. Sinapse imunológica entre células B e células Th. 




Figura 1.4. Sinapse imunológica entre células B e células Th. A) Vista de perfil da sinapse imunológica matura 
formada entre células B e células Th, mostrando alguns dos principais pares de ligandos e moléculas de sinalização 
celular, envolvidas no contacto entre células B e células T. A formação da SI é acompanhada pela polarização do 
citosqueleto, pela redistribuição das moléculas na superfície celular, e pelo recrutamento para a zona de contacto de 
uma série de proteínas envolvidas em sinalização (indicado por setas). A activação destas proteínas origina uma 
série de sinais intracelulares que promovem a activação completa de ambas as células. O cSMAC, região central da 
SI onde estão presentes as moléculas envolvidas na estimulação e activação das células, encontra-se delimitado a 
azul. O cSMAC é também a região para onde polariza o MTOC de forma a possibilitar a secreção polarizada das 
citocinas (IL). O pSMAC, região que contém as moléculas de adesão, encontra-se delimitado a amarelo, enquanto o 
dSMAC, região que contém as moléculas inibitórias, encontra-se delimitado a cinzento. B) Vista de cima da SI 
matura mostrando o padrão característico em forma de alvo (bull`s eye), incluindo a região do cSMAC (azul), 
pSMAC (amarelo) e dSMAC (cinzento). Figura adaptada de Huppa and Davis, 2003 e Friedl, 2005.  
 
1.2. Família Herpesviridae 
 
Inicialmente utilizada para descrever as lesões labiais provocadas pelo vírus Herpes simplex 1 (HSV-1), 
o protótipo da família Herpesviridae, a palavra herpes designa hoje um vasto e diverso grupo de vírus 
animais, que partilham várias características biológicas, entre elas, a estrutura do virião. Os viriões dos 
herpesvírus são grandes variando entre 120 e 300 nm. Estes são constituídos por uma molécula linear 
de DNA em cadeia dupla, rodeada uma cápside icosaédrica. A cápside está geralmente envolvida por 
uma camada proteinácia amorfa de tamanho variável, denominada de tegumento, que interage com o 
invólucro lipídico, uma membrana com origem no hospedeiro e que contém numerosas espículas de 
glicoproteínas codificadas pelo vírus.  
A principal característica biológica de todos os herpesvírus é a sua capacidade para estabelecerem 
infecções persistentes do tipo latente nos seus hospedeiros naturais, após a infecção primária (Roizman 
and Pellett, 2001). Uma infecção persistente é por definição uma infecção que dura toda a vida do 
hospedeiro, devido à incapacidade do seu sistema imunitário em eliminar por completo o agente 
infeccioso. Considera-se que a infecção persistente é também latente quando não há produção de 
progenia viral infecciosa (Flint, 2004). O ciclo de vida dos herpesvírus pode ser dividido em três fases: 
infecção primária ou fase de replicação lítica, infecção latente e reactivação de latência. Após a entrada 
na célula, o virião perde o invólucro lipídico, e a capside com o genoma viral é transportada para os 
poros nucleares, através dos quais a molécula de DNA é libertada para o interior do núcleo. Uma vez no 
núcleo, o genoma viral circulariza dando início ao processo de replicação lítica, ou em alternativa, ao 
estabelecimento da latência (Roizman and Pellett, 2001). 
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A maioria do que se sabe sobre o ciclo lítico dos herpesvírus vem de estudos realizados com o vírus 
HSV-1. Apesar disso, a homologia das sequência do DNA que codificam para proteínas estruturais e 
enzimas envolvidas nesta fase, bem como evidências experimentais de estudos realizados com outros 
herpesvírus, sugerem que as características básicas da replicação lítica são conservadas. A replicação 
lítica constitui a parte produtiva do ciclo, ou seja, aquela que leva à produção de partículas virais 
infecciosas com capacidade de infectar outros hospedeiros susceptíveis, permitindo assim ao vírus a 
propagação na natureza. Para isso, os herpesvírus codificam proteínas envolvidas no metabolismo e 
síntese dos ácidos nucleicos, tais como a enzima timidina cinase, a polimerase de DNA, a redutase de 
ribonucleótidos, entre outras, que têm como função manipular a maquinaria celular do hospedeiro para 
promover a produção de partículas virais infecciosas. Posteriormente, estas provocam a lise das células 
infectadas, disseminando-se dentro do próprio hospedeiro ou para hospedeiros diferentes (Roizman and 
Pellett, 2001). 
A fase de latência, pelo contrário, é caracterizada pela ausência de partículas virais infecciosas e pela 
inexistência de sintomas clínicos da infecção. Erroneamente considerada uma fase de dormência viral, 
sabe-se hoje que a latência é um processo dinâmico, durante o qual existe actividade viral. Apesar da 
muitos aspectos da replicação serem conservados entre os membros da família Herpesviridae, as 
estratégias para o estabelecimento, manutenção e terminação da latência diferem grandemente. Na fase 
de latência, o genoma viral permanece sob a forma de uma molécula circular extracromossomal 
(epissoma) no núcleo das células infectadas, replicando juntamente com o genoma celular. A presença 
do genoma viral não inibe a expressão de genes do hospedeiro nem interrompe o seu ciclo celular. 
Apesar de não haver a produção de partículas virais infecciosas, verifica-se a transcrição de um número 
reduzido de genes virais, que codificam proteínas com funções importantes para o estabelecimento e 
manutenção deste estado, para a manipulação da célula hospedeira e para a evasão ao sistema 
imunitário do hospedeiro. O facto de o número de genes expressos ser baixo ajuda o vírus a passar 
despercebido, o que faz com a célula infectada não seja eliminada pelo sistema imunitário. Estes 
genomas latentes podem, no entanto, quando sujeitos ao estímulo apropriado reactivar deste estado, 
dando-se início a um novo ciclo replicativo. Os genes que codificam os componentes do virião são 
expressos, produzindo-se novas partículas virais infecciosas que são libertadas. Os episódios de 
reactivação são esporádicos e podem ocorrer durante toda a vida do hospedeiro. Os mecanismos 




moleculares precisos que promovem a reactivação do genoma viral ainda não são totalmente 
conhecidos e podem variar de vírus para vírus (Roizman and Pellett, 2001).  
A alternância entre as fases lítica e latente constitui uma estratégia viral responsável pela vasta 
disseminação dos herpesvírus na natureza, permitindo-lhes persistirem até aos dias de hoje. Devido ao 
facto de os herpesvírus estarem bem adaptados aos seus hospedeiros, como resultado de um processo 
de co-evolução, a ocorrência de infecções fatais em hospedeiros naturais imunocompetentes é rara. No 
entanto, a generalidade da população adulta está infectada com alguns exemplares desta família, tais 
como o HSV-1, o Vírus Varicela-zoster (VZV), os Herpesvírus humanos 6 e 7 (HHV6 e HHV-7), e o vírus 
de Epstein-Barr (EBV), e apesar de na maioria dos casos não haver manifestações clínicas da infecção, 
podem por vezes causar algum desconforto (Roizman and Pellett, 2001).  
Apesar da existência de características biológicas comuns entre os herpesvírus, existem também 
diferenças significativas que permitem a sua classificação em subfamílias. Com base nas suas 
características biológicas, no tropismo celular para o estabelecimento da latência, e na homologia das 
suas sequências de DNA, os membros da família herpesviridae foram classificados em três subfamílias: 
Alpha (α), Beta (β) e Gammaherpesvirinae (γ) (Roizman and Pellett, 2001). Os membros das diferentes 
subfamílias diferem nas estratégias e nas células nas quais estabelecem latência, que são sempre 
diferentes do tipo celular onde ocorre a replicação lítica. Os α-herpesvírus infectam uma gama de 
hospedeiros variada, permanecendo latentes principalmente em neurónios dos gânglios sensoriais. Têm 
um ciclo reprodutivo curto e replicam rapidamente em cultura de células. Os β-herpesvírus infectam uma 
gama de hospedeiros mais restrita. Estabelecem latência em células da linhagem mielóide, em especial 
monócitos e macrófagos, têm um ciclo reprodutivo longo e a sua propagação em cultura de células é 
lenta. Os γ-herpesvírus são geralmente linfotrópicos, estabelecendo latência em células linfóides (células 
B ou T).  
 
Dos mais de 130 herpesvírus descobertos até hoje, nove infectam humanos. Os herpesvírus humanos 
conhecidos encontram-se listados na Tabela 1.1. 
Os vírus HSV-1 e HSV-2 são os agentes patogénicos de doenças como lesões mucocutâneas, meningite 
e encefalite. O VZV é o agente patogénico da varicela e da zona (após reactivação). A infecção primária, 
durante a gravidez, por vírus da subfamília dos β-herpesvírus causa frequentemente infecções 
intrauterinas e malformações congénitas. Por provocarem a proliferação das células linfóides durante o 
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estabelecimento de latência, os γ-herpesvírus humanos estão geralmente associados a doenças 
neoplásicas. A subfamília Gammaherpesvirinae será descrita mais em pormenor na secção seguinte 
deste capítulo. 
 
     Tabela 1.1. Herpesvírus Humanos 
Designação Sinónimos Subfamília  Abreviatura 
Herpesvírus humano 1 Vírus herpes simplex 1 α  HHV-1/HSV-1 
Herpesvírus humano 2 Vírus herpes simplex 2 α  HHV-2/HSV-2 
Herpesvírus humano 3 Vírus Varicela-zoster α  HHV-3/VZV 
Herpesvírus humano 4 Vírus Epstein-Barr γ  HHV-4/EBV 
Herpesvírus humano 5 Citomegalovírus β  HHV-5 
Herpesvírus humano 6A  β  HHV-6A 
Herpesvírus humano 6B  β  HHV-6B 
Herpesvírus humano 7  β  HHV-7 
Herpesvírus humano 8 Vírus associado ao Sarcoma de Kaposi γ  HHV-8/KSHV 
      Adaptado de Roizman and Pellett, 2001. The Family Herpesviridae: a brief introduction, in Fields Virology 
 
1.3. Subfamília Gammaherpesvirinae 
 
Os membros da subfamília Gammaherpesvirinae infectam para além de humanos, espécies tão variadas 
que vão desde outros mamíferos a peixes, anfíbios e bivalves. Com base na organização do seu 
genoma e na homologia das sequência do DNA, os γ-herpesvírus encontram-se subdivididos em quatro 
géneros: Lymphocryptovirus (ou γ1-herpesvírus), Rhadinovirus (ou γ2-herpesvírus), Macavirus e 
Percavirus. Ao contrário dos Lymphocryptovirus, que foram encontrados somente em primatas, os 
Rhadinovirus foram encontrados em espécies primatas e não-primatas. O vírus protótipo dos 
Lymphocryptovirus é o EBV, um dos γ-herpesvírus humanos, enquanto o dos Rhadinovirus é o 
Herpesvírus saimiri (HVS), um vírus de macacos-esquilo. Os Rhadinovirus incluem ainda o KSHV, o 
outro γ-herpesvírus humano conhecido, e o vírus MuHV-4. Apesar de o HSV ser o vírus que tipifica os 
Rhadinovirus, actualmente conhece-se melhor a biologia do KSHV. Os géneros Macavirus e Percavirus 
foram criados recentemente aquando da revisão taxonómica dos vírus e incluem espécies não-primatas, 
algumas transferidas dos Rhadinovirus e outras novas (Davison et al., 2009). 





Os γ-herpesvírus estabelecem uma infecção produtiva em células epiteliais e/ou fibroblásticas, e latência 
em linfócitos. À semelhança dos outros herpesvírus, o genoma viral é mantido sob a forma de epissoma 
durante a latência, retendo no entanto a capacidade de reactivação. O genoma dos γ-herpesvírus está 
organizado em áreas conservadas e áreas divergentes (Simas and Efstathiou, 1998). O genoma é 
constituído por uma região única longa, flanqueada terminalmente por várias repetições de uma 
sequência com um elevado conteúdo de GC (TR, terminal repeats). O número de cópias das TR pode 
variar, não só entre espécies diferentes mas também entre diferentes isolados de uma mesma espécie, 
provocando alterações no tamanho da molécula de DNA. Para além das TR alguns vírus, como por 
exemplo o EBV, têm ainda sequências repetidas internamente que também variam no número de cópias. 
A região única contém blocos de genes conservados em todos os γ-herpesvírus (geralmente genes 
estruturais e genes envolvidos na replicação lítica) e que estão agrupados de acordo com a cinética da 
sua expressão. Intercalados entre os blocos de genes conservados, encontram-se os genes específicos 
que determinam as características biológicas particulares de cada vírus. Entre os genes divergentes 
encontram-se vários genes homólogos a genes celulares e outros que codificam proteínas envolvidas na 
fase de latência, na modulação das respostas imunitárias e na transformação da célula hospedeira.          
 
As principais características biológicas dos γ-herpesvírus são: a capacidade para estabelecer infecções 
latentes em linfócitos, em especial em linfócitos B, promovendo a sua sobrevivência e proliferação, a 
capacidade para induzir o aparecimento de doenças linfoproliferativas e a sua frequente associação, em 
hospedeiros imunodeprimidos, a uma variedade de tumores de células linfóides e não linfóides (Simas 
and Efstathiou, 1998). O aparecimento destas manifestações clínicas reflecte a capacidade dos γ-
herpesvírus em alterar a fisiologia normal das células. Ao contrário dos α- e dos β-herpesvírus em que a 
sua patologia está associada à fase lítica do ciclo de infecção, nos γ-herpesvírus esta está associada 
principalmente à fase latente ou à reactivação da latência. 
A maior parte dos conhecimentos sobre a biologia dos γ-herpesvírus, incluindo a base molecular para o 
estabelecimento de latência e para a transformação celular, advém de estudos com o EBV. Mais de 90% 
da população humana adulta está infectada com o EBV. A infecção com este vírus ocorre na infância e é 
geralmente assintomática podendo, no entanto, causar doença quer durante a fase aguda quer durante a 
fase crónica da infecção. Em hospedeiros imunodeprimidos, a infecção por EBV está associada ao 
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aparecimento de diversas doenças malignas de células epiteliais ou de células linfóides, como o linfoma 
de Burkitt, a doença de Hodgkin, linfomas de células T e o carcinoma nasofaringeal, para além da 
mononucleose infecciosa quando a exposição ao vírus ocorre na adolescência (Rickinson, 2007).  
Ao contrário do EBV, o KSHV é menos ubíquo na natureza. A sua prevalência na população depende 
grandemente de factores geográficos e demográficos, sendo maior em países da África subsariana 
(superior a 50%). O KSHV está associado a uma série de tumores malignos de células B: linfoma de 
efusão primária e doença multicêntrica de Castleman`s, especialmente em indivíduos positivos para HIV 
(Ganem, 2007). Adicionalmente, a presença de KSHV é ainda detectada em quase todos os casos de 
sarcoma de Kaposi (Ganem, 1997), tendo sido nas lesões deste tumor endotelial que o vírus foi 
detectado pela primeira vez (Chang et al., 1994). 
 
A escolha das células B como reservatório principal para o estabelecimento da latência dos γ-
herpesvírus apresenta alguns desafios. As células B constituem uma população celular activa e dinâmica 
que sofre, ao longo do seu desenvolvimento, processos de expansão clonal e de eliminação por 
apoptose. Para ultrapassar estas dificuldades, os γ-herpesvírus desenvolveram estratégias com o 
objectivo de garantir a sobrevivência e a preservação das células infectadas. Como tal, durante a fase de 
latência, os γ-herpesvírus expressam genes específicos que têm como função não só a correcta 
replicação e segregação do genoma viral para as células-filhas, mas também a evasão ao sistema 
imunitário e o controlo do hospedeiro. Os genes envolvidos no controlo do hospedeiro codificam 
proteínas que interferem com as vias de sinalização celulares, de modo a promover a activação das 
células B, ultrapassando a necessidade do estímulo fornecido pelo antigénio específico ou da ajuda das 
células Th. Desta forma, os γ-herpesvírus induzem a proliferação e consequentemente o aumento do 
número de células B latentemente infectadas, colonizando assim com sucesso o hospedeiro.    
 
1.3.1. Latência dos gamaherpesvírus: o modelo EBV 
 
Os herpesvírus estabelecem latência em ambientes celulares bastante diferentes, o que implica 
obviamente diferentes mecanismos virais e celulares para o controlo desta fase. Como tal, a dinâmica do 
processo de latência bem como os detalhes moleculares devem ser analisados ao nível da subfamília e 
se possível para cada vírus em particular.  




No caso dos γ-herpesvírus, o modelo de latência actualmente aceite foi estabelecido para o EBV. EBV 
foi o primeiro γ-herpesvírus a ser identificado (Epstein et al., 1964) e é onde os processos biológicos 
estão melhor caracterizados. O alvo preferencial da infecção com EBV in vitro e in vivo são as células B. 
A infecção de células B em repouso in vitro, resulta geralmente na sua activação e proliferação, 
imortalizando-as e permitindo o estabelecimento de linhas celulares linfoblásticas, fundamentais para o 
estudo da latência (Crawford, 2001). Foi precisamente nestas células que o programa de crescimento, 
um dos programas de latência, foi identificado pela primeira vez. In vivo, por outro lado, a infecção com 
EBV, resulta na persistência do vírus em células B de memória (Babcock et al., 1998). Esta dualidade de 
comportamentos pode ser explicada pela existência nos γ-herpesvírus de diferentes programas de 
latência (Thorley-Lawson, 2001).  
 
A transmissão do EBV é feita através do contacto directo com a saliva de indivíduos infectados. Após a 
transmissão salivar, os vírus infecciosos presentes na saliva estabelecem uma infecção produtiva na 
cavidade nasofaringeal. O local exacto onde se dá a replicação viral é ainda controverso. Enquanto 
alguns autores propõem que acontece nas células epiteliais da mucosa, outros defendem que o vírus 
infecta directamente as células B dos tecidos linfóides secundários presentes no local, como os 
adenóides ou as amígdalas. Apesar de a maior parte das evidência experimentais favorecer a segunda 
hipótese, em algumas situações é indiscutível a capacidade do vírus estabelecer infecções primárias (em 
lesões leucoplásicas orais) e latentes (nos carcinomas nasofaringeais) em células epiteliais (Crawford, 
2001). Uma vez resolvida esta infecção primária, o sistema imunitário de indivíduos imunocompetentes 
força o vírus a estabelecer uma infecção persistente no núcleo das células B, sem que haja produção de 
progenia viral ou de sintomas.  
 
Estudos realizados por Thorley-Lawson permitiram o desenvolvimento de um modelo de latência para o 
EBV (Figura 1.5.) (Thorley-Lawson, 2001; Thorley-Lawson, 2005; Thorley-Lawson and Babcock, 1999). 
Este modelo pretende explicar o modo como o vírus manipula a célula B latentemente infectada de forma 
a aceder à população de células B de memória, que constitui o reservatório principal de latência do vírus. 
Nesta população o vírus persiste para toda a vida do hospedeiro em equilíbrio com o seu sistema 
imunitário. De acordo com o local e o estado de diferenciação da célula B (Babcock et al., 2000), in vivo 
EBV pode estabelecer quatro programas diferentes de latência (Tabela 1.2.): o programa de 
Capítulo 1                                                                                                                                      Introdução  
23 
 
crescimento, o programa de omissão ou de sobrevivência, o programa de latência (ou verdadeira 
latência) e o programa EBNA1. Estes programas variam no número de genes de latência que são 
expressos, sendo o resultado da actividade de diferentes promotores e da influência de diferentes 
factores celulares do hospedeiro.  
Apesar de ainda controverso, o modelo actualmente mais aceite denomina-se por modelo CG (Figura 
1.5.), e pressupõem que o vírus utiliza a reacção de centro germinativo para ganhar acesso à população 
de células B de memória. Segundo este modelo de Thorley-Lawson, EBV estabelece primeiramente uma 
infecção latente nas células B naïve, a população celular dominante encontrada pelo vírus nas fases 
iniciais da infecção nas amígdalas ou nos adenóides. Uma vez infectadas, o vírus põem em acção o seu 
programa de crescimento, ou programa de latência III, cuja função é a activação das células B no estado 
de repouso em linfoblastos proliferativos (Thorley-Lawson and Mann, 1985). Neste programa, EBV 
expressa os seis antigénios nucleares de Epstein-Barr (EBNA, Epstein-Barr nuclear antigens), EBNA1, 
EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C e EBNALP, e três proteínas membranares de latência (LMP, 
latency-associated membrane proteins), LMP1, LMP2A e LMP2B. Este programa é o único em que todas 
as nove proteínas de latência conhecidas são expressas. Adicionalmente verifica-se também a presença, 
em todos os programas de latência, de dois pequenos RNAs nucleares não codificantes, os EBERs 1 e 
2, e os miRNAs BHRF1, cuja função parece estar relacionada com a regulação da transcrição de genes 
celulares e virais (Cai et al., 2006; Young and Murray, 2003). Através da acção coordenada destas 
proteínas o vírus fornece sinais de activação que mimetizam e substituem os sinais transmitidos pela 
ligação do antigénio ao BCR e pela ajuda das células Th. Desta forma, a activação das células B naïve 
infectadas é independente dos sinais que as correspondentes células não infectadas necessitam para 
sobreviver.  
Uma limitação do modelo CG para explicar a persistência do EBV é o facto de a evidência experimental 
que relaciona a infecção por EBV com a exploração da reacção de centro germinativo ser indirecta e 
limitada. No entanto, um estudo recente reforçou este modelo ao sugerir que efectivamente as células 
infectadas por EBV transitam de linfoblastos proliferativos para células B de memória através de uma 
reacção de centro germinal (Roughan and Thorley-Lawson, 2009). Assim, à semelhança do que 
acontece no processo normal de activação pela ligação do antigénio, também as células B latentemente 
infectadas, agora activadas, migram para os órgãos linfóides secundários, localizando-se fisicamente 
nos centros germinativos, onde proliferam com um fenótipo de centroblasto, originando uma reacção de 




centro germinativo (Roughan and Thorley-Lawson, 2009). Apesar de fenotipicamente serem indistintas 
das células B de CG e de, como elas, proliferarem extensivamente, não se observa a expansão massiva 
das células B infectadas por EBV no centro germinativo, característica das células de CG normais, uma 
vez que as células infectadas são eliminadas à mesma velocidade a que são produzidas (Roughan et al., 
2010). Após alguns ciclos de proliferação, o vírus entra no programa de omissão, ou de sobrevivência, 
no qual a expressão das proteínas de latência é reduzida. A análise do perfil de transcrição viral em 
células com fenótipo de células B de centro germinativo revelou que somente as proteínas de latência 
EBNA1, LMP1 e LMP2A eram expressas (Babcock et al., 2000). As proteínas LMP1 e LMP2A têm como 
função fornecer sinais que mimetizam, respectivamente, o sinal providenciado pela ajuda das células Th 
CD4+, ou seja o sinal da ligação de CD40, e os sinais de sobrevivência normalmente providenciados pela 
ligação do BCR, ocorrentes na zona clara do centro germinativo. Assim sendo, o programa de 
sobrevivência, também denominado de programa de latência II, induz a diferenciação das células B em 
proliferação, latentemente infectadas, em células B de memória, e faculta sinais de sobrevivência que 
permitem a manutenção destas últimas e consequentemente a criação de um reservatório de células de 
vida longa portadoras de genomas virais.  
As células B de memória, latentemente infectadas, saem para a periferia, onde o vírus entra no 
programa de latência (latência I). Neste programa a expressão dos genes virais é total ou parcialmente 
desligada, observando-se frequentemente a expressão de LMP2A (Thorley-Lawson, 2001). A expressão 
de LMP2A é essencial para transmitir o sinal tónico de sobrevivência, mimetizando o sinal transmitido 
pelo BCR em condições normais, necessário para a persistência das células B de memória durante a 
vida do hospedeiro. Finalmente, o programa EBNA1, em que só esta proteína é expressa, observa-se 
quando as células B de memória, latentemente infectadas e no programa de latência, que circulam na 
periferia, entram em divisão como consequência de um processo normal de homeostase (Thorley-
Lawson, 2005). A quase total ausência de expressão de genes virais faz com que estas células sejam 
“invisíveis” ao sistema imunitário do hospedeiro, o que as torna não-patogénicas, não sendo dessa forma 
eliminadas. Assim, EBV utiliza o programa de latência para persistir in vivo de forma benigna, durante a 
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Tabela 1.2. Programas de transcrição de latência do EBV             
Programa de latência Genes Expressos Função proposta 
Programa de crescimento 
 
EBNA1, 2, 3A, 3B, 3C, LP  
LMP1, 2A, 2B 
 
Activa as células B em repouso transformando-as 
em linfoblastos proliferativos 






Fornece os sinais necessários para: 
- Diferenciação de linfoblastos infectados em células 
B de memória 
- Manutenção das células B de memória 
persistentemente infectadas 
 






Permite a persistência do vírus em células de 
memória em circulação de forma em que não é 






Permite a replicação e a segregação do epissoma 
viral nas células B de memória no programa de 
latência, em divisão 
 
* O transcrito de LMP2A é frequentemente detectado nestas células. Adaptado de Thorley-Lawson, 2005 e Thorley-
Lawson, 2001. 
 
As proteínas de latência expressas pelo EBV nestes três programas de transcrição génica 
desempenham funções relacionadas com a modulação da célula hospedeira. Em particular, as proteínas 
EBNA localizam-se no núcleo das células infectadas onde funcionam como auxiliares de transcrição 
génica, e da replicação viral. As primeiras proteínas de latência a serem expressas são a EBNA2 e a 
EBNALP. EBNA2, apesar de não possuir um domínio de ligação directa ao DNA, funciona como um 
activador da transcrição dos restantes genes virais EBNA e LMP, e de alguns genes celulares 
necessários ao estabelecimento e manutenção da latência, e à transformação da célula infectada, sendo 
por isso a proteína chave desta fase. Os genes na dependência de EBNA2 são cruciais para a 
estimulação da proliferação celular e para a inibição da diferenciação da célula B, permitindo a entrada 
do vírus no programa de crescimento. O modo de acção de EBNA2 mimetiza a actuação da forma 
intracelular activada do receptor Notch. EBNA2 interage com a proteína de ligação ao DNA, RBP-Jκ, e 
remove a repressão transcricional por esta mediada, desta forma activando a expressão dos genes 
celulares e virais que estão na sua dependência. Alguns dos genes celulares cuja transcrição é 
promovida por EBNA2 são o oncogene c-Myc, e os antigénios de células B CD21 e CD23. EBNALP 
actua em conjunto com EBNA2 para estimular a activação transcricional mediada por esta última (Speck 
and Ganem, 2010; Young and Murray, 2003).  




A expressão de EBNA-1 é crucial para a manutenção do epissoma viral durante a proliferação das 
células B de centro germinativo. EBNA-1 é uma proteína de ligação ao DNA que se liga à origem de 
replicação do epissoma viral e ao cromossoma celular, possibilitando dessa forma a replicação do 
genoma viral em conjunto com o genoma celular, e a sua segregação para as células-filhas resultantes 
da divisão das células infectadas. Adicionalmente, EBNA-1 estimula ainda a transcrição de LMP1 e inibe 
a apresentação de péptidos virais no contexto das MHC de classe I (Speck and Ganem, 2010; Young 
and Murray, 2003).  
As proteínas EBNA3A, 3B e 3C são reguladores da transcrição mediada por EBNA2. Estas proteínas 
interagem com a proteína RBP-Jκ e interrompem a sua ligação com EBNA2, inibindo assim a acção 
desta última. EBNA3A e 3B promovem a activação de genes celulares, tais como CD40, e EBNA-3C 
aumenta a expressão de LMP-1 e de CD21 (Damania, 2004; Young and Murray, 2003).  
A função da proteína LMP2B não é bem conhecida, no entanto, parece ter um papel modelatório na 
regulação da proteína LMP2A (Longnecker, 2000).  
As proteínas membranares LMP1 e 2A, por estarem envolvidas na modulação da sinalização normal da 
célula infectadas, serão detalhadas na secção seguinte deste capítulo.  
 
As células B de memória em circulação, latentemente infectadas, podem diferenciar-se em células 
plasmáticas. Esta diferenciação ocorre nos órgãos linfóides secundários e providência o sinal necessário 
para a reactivação do vírus (Laichalk and Thorley-Lawson, 2005). A natureza deste sinal é, no entanto, 
desconhecida. A reactivação está associada a uma alteração para um padrão de expressão génica 
produtivo. O factor de transcrição específico de células plasmáticas, XBP-1s, induz a expressão dos 
factores de transcrição BZLF1 e BRLF1 (Bhende et al., 2007; Sun and Thorley-Lawson, 2007) que por 
sua vez promovem a transcrição dos genes do programa lítico, permitindo a replicação do genoma viral e 
a formação de novas partículas virais infecciosas que são libertadas após a lise da célula infectada. 
Evidências recentes sugerem que após a lise das células plasmáticas, as novas partículas virais 
infectam em primeiro lugar as células epiteliais que circundam os adenóides e as amígdalas, onde se 
replicam, amplificando desse modo a carga viral. Finalmente, os viriões infecciosos libertados das 
células epiteliais (o local secundário de replicação) vão infectar novas células B naïve em circulação, no 
mesmo hospedeiro, ou podem ainda ser disseminados pela saliva, infectando hospedeiros diferentes, e 
terminando assim o ciclo de vida do EBV (Kuppers, 2003; Thorley-Lawson et al., 2008).  




Em suma, EBV desenvolveu uma estratégia de sobrevivência não patogénica, baseada na expressão de 
diferentes programas de latência e na exploração da biologia normal do desenvolvimento das células B, 
de forma a ganhar acesso à população de células B de memória, onde persiste de forma silenciosa. 
Durante os programas de crescimento e sobrevivência, a activação e proliferação das células infectadas 
é contrabalançada pela acção conjunta de anticorpos neutralizadores produzidos contra o vírus, e pela 
morte celular resultante da acção de linfócitos T citotóxicos que reconhecem especificamente as células 
infectadas. Em indivíduos saudáveis, este sistema dinâmico atinge a estabilidade com a diferenciação 
das células B infectadas em células de B memória, que não proliferam nem são alvo da vigilância do 
sistema imunitário, permitindo a persistência do vírus no hospedeiro. O número de células B de memória 
portadoras de genomas virais é relativamente baixo e mantém-se constante ao longo da vida de um 
indivíduo, havendo também um baixo nível de reactivação viral. Apesar disso, o potencial patogénico 
desta estratégia está bem patente nas doenças linfoproliferativas que pode provocar, caso o fino 
equilíbrio que o vírus estabeleceu com o hospedeiro seja perturbado. Este equilíbrio pode ser alterado 
devido a várias situações, tais como a infecção inapropriada de um tipo de célula diferente da célula B 
naïve ou mutações na célula B, que façam com que o vírus se fixe num programa de latência que 
promova a proliferação em detrimento da diferenciação. Nestes casos, em indivíduos imunodeprimidos, 
os programas de crescimento e sobrevivência não são eficientemente terminados, mantendo-se 
constitutivamente activos e originando as doenças cancerígenas associadas ao EBV, tais como o 
















































Figura 1.5. Paralelismos entre o processo normal de activação de células B, induzida por antigénio, e a 
activação induzida por EBV. As células B naïve em circulação são normalmente activadas pela ligação do 
antigénio específico ao BCR (lado esquerdo da figura). Após esta ligação, as células B migram para os órgãos 
linfóides secundários onde recebem sinais complementares, providenciados pelas células Th específicas para o 
antigénio apresentado, o que promove a activação completa das células B. As células B activadas entram nos 
folículos onde proliferam originando uma reacção de centro germinativo. Após vários ciclos de proliferação, as 
células B de centro germinativo são seleccionadas positivamente e recebem sinais de sobrevivência e diferenciação 
adicionais fornecidos pelas células Th e pela interacção com o antigénio específico apresentado pelas células 
dendríticas foliculares. Finalmente, as células B diferenciam-se em células B de memória ou em células plasmáticas 
produtoras de anticorpos, abandonado o folículo. No caso da infecção por EBV (lado direito da figura), o vírus infecta 
as células B naïve em circulação, e entra no programa de crescimento, induzindo igualmente a migração das células 
infectadas para os órgãos linfóides secundários. As células infectadas proliferam durante alguns ciclos originando 
uma reacção de centro germinativo. Seguidamente, o vírus entra no programa de sobrevivência o que fornece sinais 
de sobrevivência e diferenciação que mimetizam e substituem os sinais providenciados pela ligação ao antigénio e 
pelas células Th, o que possibilita a diferenciação das células infectadas em células de memória, que saem para a 
periferia. As células de memória em circulação constituem o principal reservatório de latência do vírus e expressam 
o programa de latência, no qual poucas ou nenhumas proteínas virais são expressas. Figura adaptada de Thorley-
Lawson, 2001.    
 
 
Capítulo 1                                                                                                                                      Introdução  
29 
 
1.4. Proteínas de gamaherpesvírus envolvidas na modulação da sinalização da célula B 
 
Como estratégia para favorecer o estabelecimento da latência, os γ-herpesvírus codificam uma série de 
proteínas cujo objectivo é o controlo da normal biologia da célula infectada em benefício próprio. 
Enquanto algumas destas proteínas, como as EBNA codificadas pelo vírus EBV, descritas na secção 
anterior, actuam ao nível da regulação da transcrição e da replicação viral, outras têm como função 
manipular as vias de sinalização da célula hospedeira. Apesar de a sequência dos genes que codificam 
estas proteínas ser bastante divergente entre os vários γ-herpesvírus, a sua função parece ser 
conservada. Estes modeladores virais incluem proteínas únicas do vírus e proteínas homólogas de 
proteínas celulares. Através da sua acção o vírus consegue induzir a activação das células infectadas na 
altura apropriada, independentemente da presença de antigénio específico. Adicionalmente, estas 
proteínas mimetizam também os sinais de sobrevivência e de diferenciação essenciais para o normal 
desenvolvimento das células infectadas. Assim, os γ-herpesvírus não só promovem a activação e 
sobrevivência das células infectadas, na ausência de estímulos externos, como também provocam a sua 
diferenciação em células de memória onde persistem durante toda a vida do hospedeiro. As proteínas 
virais dos vários membros da subfamília Gamaherpesvirinae envolvidas na subversão das vias de 
sinalização de células B são o alvo deste capítulo e serão descritas em pormenor. De forma a elucidar os 
mecanismos utilizados pelos γ-herpesvírus durante o estabelecimento e manutenção da latência, serão 
detalhadas as funções das proteínas LMP1 e LMP2A do EBV, as proteínas K1 e K15 do KSHV e as 
proteínas R1 e R15 do radinovírus de macaco Rhesus (RRV).     
 
O γ-herpesvírus humano EBV/HHV-4 codifica duas proteínas dedicadas ao controlo da sinalização da 
célula B: LMP1 e LMP2A.  
A proteína LMP1 é determinante para a activação e proliferação das células B latentemente infectadas, 
como pode ser constatado pelo papel crucial que desempenha na transformação in vitro de células B 
infectadas por EBV (Kaye et al., 1993). A expressão de LMP1 é também detectada em células 
latentemente infectadas derivadas de carcinomas nasofaringeais, de linfomas associados a transplantes 
e da doença de Hodgkin. Adicionalmente, LMP1 é também expressa durante a fase produtiva do ciclo de 
infecção. A função de LMP1 no ciclo lítico parece estar relacionada com a libertação da progenia viral 
(Ahsan et al., 2005).  




A proteína LMP1 (Figura 1.6. A) localiza-se nos rafts lipídicos da membrana das células B infectadas 
sendo constituída por seis domínios hidrofóbicos transmembranares, sem domínios extracelulares 
significativos, um domínio N-terminal curto, e uma cauda citoplasmática C-terminal com 200 aminoácidos 
(Brinkmann and Schulz, 2006; Damania, 2004). Em termos de sequência, LMP1 não apresenta 
homologia significativa com nenhuma outra proteína conhecida em mamíferos. Funcionalmente, LMP1 é 
homólogo ao receptor CD40, mimetizando o sinal de activação e sobrevivência por este emitido aquando 
da sua ligação ao ligando CD154, presente na superfície das células Th (Kilger et al., 1998). Durante o 
normal desenvolvimento das células B a ligação de CD40 promove a activação das células B naïve e a 
diferenciação das células B de centro germinativo em células plasmáticas ou células B de memória 
(Klein and Dalla-Favera, 2008). Apesar desta homologia funcional, as moléculas com as quais o receptor 
CD40 e a proteína LMP1 interagem não são idênticas, sugerindo que as vias de sinalização envolvidas 
podem ser diferentes. Ao contrário da sinalização por CD40, o sinal mimetizado por LMP1 é constitutivo, 
e por isso não necessita de um ligando para ficar activado, o que permite a activação das células B 
infectadas na ausência de sinais extracelulares específicos (Gires et al., 1997). A capacidade de LMP1 
em sinalizar constitutivamente, na ausência de um ligando extracelular, é dependente dos seus domínios 
transmembranares e da sua aptidão constitutiva em formar agregados. Em particular, foi identificado um 
motivo no primeiro domínio transmembranar que parece ser crucial para a sinalização constitutiva e 
também para a localização da proteína nos rafts lipídicos (Yasui et al., 2004). Experimentalmente, isto foi 
demonstrado através da construção de proteína LMP1 cujo domínio C-terminal foi substituído pelo de 
CD40. Esta quimera foi capaz de sinalizar constitutivamente mesmo na ausência do ligando de CD40 
(Hatzivassiliou et al., 1998).  
Na cauda citoplasmática de LMP1 existem dois domínios de activação denominados CTAR (C-terminal 
activation regions, regiões de activação C-terminal) 1 e CTAR2 (aa 194-232 e aa 351-386, 
respectivamente) que interagem com um grupo de moléculas da família dos receptores TNF (tumor-
necrosis factor), como TRAFs (TNF-receptor-associated factors), TRADDs (TNF-receptor-associated 
death domains) e RIP (receptor-interacting protein). Estas moléculas são intermediárias na sinalização a 
partir dos receptores TNF e promovem a activação de uma série de vias de sinalização celular, entre 
elas, a via do NF-κB, as vias reguladas pelas cinases c-jun NH2-terminal (JNK) e p38, e a via JAK/STAT, 
o que resulta respectivamente, na activação dos factores de transcrição NF-κB e AP-1, e das proteínas 
STAT. A sinalização por LMP1 induz ainda a activação da cinase AKT através da via da PI3K. 
Capítulo 1                                                                                                                                      Introdução  
31 
 
Colectivamente, a estimulação destas vias de sinalização promove a expressão de genes celulares 
envolvidos na activação, sobrevivência e proliferação das células infectadas por EBV (Brinkmann and 
Schulz, 2006; Damania, 2004).  
 
Tal como a proteína LMP1, também a expressão de LMP2A é detectada em células latentemente 
infectadas derivadas de carcinomas nasofaringeais, de linfomas associados a transplantes e da doença 
de Hodgkin. No entanto, ao contrário de LMP1, LMP2A não é uma proteína oncogénica, uma vez que 
não é capaz de transformar as células infectadas por EBV, nem induzir a proliferação de células B in 
vitro. A proteína LMP2A (Figura 1.7. A) localiza-se nos rafts lipídicos da membrana das células B 
infectadas, onde forma agregados. É constituída por 12 domínios hidrofóbicos transmembranares, por 
uma cauda citoplasmática C-terminal curta e outra N-terminal mais comprida com 119 aminoácidos que 
é a responsável pela função biológica da proteína. A região N-terminal contém oito tirosinas, algumas 
delas constitutivamente fosforiladas, duas das quais formam um ITAM funcional semelhante ao que se 
forma nas caudas Igα/Igβ do complexo do BCR, após a ligação do receptor ao antigénio específico 
(Brinkmann and Schulz, 2006; Damania, 2004). À semelhança do que acontece após a activação do 
BCR, as tirosinas localizadas na cauda N-terminal de LMP2A criam locais de ancoragem estáveis para o 
domínio SH2 da cinase da família Src, Lyn, enquanto a cinase Syk interage com o ITAM também aí 
presente. O recrutamento destas proteínas por LMP2A impede que elas se liguem ao BCR, desta forma 
inibindo a transdução de sinal a juzante deste receptor (Fruehling and Longnecker, 1997). 
Adicionalmente, a presença de LMP2A nos rafts lipídicos impede a normal translocação do BCR para 
estas plataformas de sinalização, bloqueando ainda mais o acesso do receptor às proteínas e 
sinalização celular, a internalização do receptor e o processamento do antigénio (Dykstra et al., 2001). A 
inibição da sinalização a partir do BCR é crucial para a manutenção da latência, uma vez que se acredita 
que a ligação do BCR ao seu antigénio específico é em parte responsável pela reactivação do vírus 
(Miller et al., 1994).  
Para além do papel crucial que desempenha na manutenção da latência, a proteína LMP2A é também 
determinante para a sobrevivência das células B infectadas. Se por um lado a sinalização a partir do 
BCR tem de ser inibida para evitar a reactivação viral, por outro ela é essencial para a sobrevivência 
celular. A sinalização a partir do BCR faz-se a dois níveis: na presença e na ausência de um ligando do 
receptor. Por um lado, na presença de antigénio específico, a ligação deste ao BCR promove a activação 




de várias cascatas de sinalização celular que culminam na activação da célula B. Por outro lado, na 
ausência de ligação do antigénio específico ao BCR, as caudas Igα/Igβ do complexo deste receptor são 
capazes de fornecer sinais não proliferativos, denominados de sinais tónicos, que permitem que as 
células B não sejam eliminadas por apoptose (Monroe, 2006). Estes sinais tónicos são também 
mimetizados pela proteína LMP2A. A expressão de LMP2A em ratinhos transgénicos foi capaz de 
promover a sobrevivência das células B deficientes para a expressão de um BCR à sua superfície, o que 
demonstra a capacidade desta proteína em substituir os sinais de sobrevivência geralmente fornecidos 
pelo BCR (Caldwell et al., 1998). Esta função de LMP2A é exercida pela activação da via da PI3K, o que 
resulta na fosforilação constitutiva e activação da cinase de serinas/treoninas AKT (Portis and 
Longnecker, 2004; Swart et al., 2000). A activação de AKT bloqueia os sinais apoptóticos, promovendo 
desta forma a sobrevivência das células infectadas por EBV. É por esta razão que LMP2A é 
frequentemente expressa no programa de latência, durante o qual as células B de memória, por estarem 
em repouso, necessitam de sinais tónicos de sobrevivência para não serem eliminadas.      
 
Em suma, a proteína LMP1 mimetiza o sinal do receptor CD40 activado, assegurando a proliferação das 
células infectadas e induzindo a sua diferenciação em células B de memória, enquanto a proteína 
LMP2A desempenha um papel duplo na fase de latência: inibe a sinalização a partir do BCR, o que 
impede a reactivação viral e permite a manutenção da infecção latente, e fornece os sinais tónicos que 
promovem a sobrevivência das células infectadas. Em conjunto, estas proteínas têm o potencial para 
fornecer os sinais necessários para a persistência do vírus na população de células B de memória, 
induzindo assim a formação de um reservatório de latência de longa vida, independentemente da 
presença de antigénio específico e do auxílio das células Th. 
 
O γ-herpesvírus humano KSHV/HHV-8 codifica igualmente duas proteínas modeladoras da célula B: K1 
e K15.  
A expressão da proteína K1 foi detectada em algumas biopsias provenientes de diferentes tumores 
associados à infecção por KSHV, como o linfoma de efusão primária, a doença multicêntrica de 
Castleman`s e o sarcoma de Kaposi (Damania, 2004). No entanto, a sua função para a biologia do vírus 
KSHV in vivo ainda não está totalmente caracterizada. Tal como a proteína LMP1 do EBV, K1 é uma 
proteína oncogénica capaz de transformar células in vitro e de induzir a proliferação celular in vivo. A 
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expressão ectópica de K1 in vitro foi capaz de transformar células fibroblásticas (Lee et al., 1998b), 
enquanto que, em ratinhos transgénicos, a expressão de K1 induziu o aparecimento de doenças 
linfoproliferativas (Prakash et al., 2005). 
Estruturalmente, K1 (Figura 1.6. B) é uma glicoproteína transmembranar muito variável, constituída por 
um domínio N-terminal extracelular com capacidade de oligomerização, uma região transmembranar e 
uma cauda citoplasmática C-terminal com 38 aminoácidos que contém um ITAM funcional conservado 
entre os diferentes subtipos da proteína. O ITAM da cauda citoplasmática é semelhante ao ITAM de 
LMP2A, sendo capaz de sinalizar constitutivamente, sem que seja necessária a ligação de um ligando à 
extremidade extracelular (Lagunoff et al., 1999; Lee et al., 1998a; Lee et al., 1998b). Apesar de 
estruturalmente diferentes, em termos funcionais K1 é semelhante à proteína LMP1, pois desempenha 
um papel crucial na activação de várias vias de sinalização em células B, mimetizando a sinalização a 
partir do BCR. Estruturalmente, no entanto, K1 assemelha-se ao heterodímero Igα/Igβ, pois para além de 
conter um ITAM, é capaz de iniciar a transdução de sinais intracelularmente. Diversos estudos indicam 
que as tirosinas do ITAM de K1 criam locais de ancoragem para a ligação de domínios SH2 de diferentes 
proteínas celulares envolvidas em sinalização (Lagunoff et al., 1999; Lee et al., 1998a), formando um 
sinalossoma constituído por Syk, Vav, a subunidade p85α da PI3K, Lyn, PLCγ2, RasGAP, Grb2, e a 
fosfatase de tirosinas SHP1 e 2 (Lee et al., 2005). Estas proteínas apresentam especificidades diferentes 
para as duas tirosinas do ITAM, o que permite diferentes tipos de interacções. A fosforilação e activação 
das proteínas do sinalossoma iniciam várias cascatas de transdução de sinal que estimulam várias 
respostas celulares indicativas da activação da célula B tais como, a mobilização do cálcio intracelular, a 
fosforilação em resíduos de tirosina de várias proteínas celulares, e a activação constitutiva dos factores 
de transcrição NF-κB, NF-AT e AP-1 (Lagunoff et al., 1999; Lee et al., 1998a; Prakash et al., 2002). 
Através da activação da via da PI3K e da inibição do seu regulador negativo PTEN, K1 promove também 
a activação de AKT. Na presença de K1, a activação de AKT estimula a fosforilação dos factores de 
transcrição pró-apoptóticos da família forkhead (FKHR), o resulta na sua exclusão nuclear e inibição da 
transcrição da molécula pró-apoptótica FasL (Fas Ligand), protegendo as células infectadas da indução 
da apoptose por esta mediada (Tomlinson and Damania, 2004). Colectivamente, as respostas celulares 
induzidas pela proteína K1 promovem a proliferação, diferenciação e sobrevivência das células 
infectadas.  




Adicionalmente, K1 é também responsável por impedir a expressão na superfície celular de um BCR 
normal. A interacção dos domínios extracelulares de K1 com as cadeias pesadas do complexo do BCR 
durante a sua formação no retículo endoplasmático impede o seu transporte para a membrana 
plasmática (Lee et al., 2000). Desta forma, ao mesmo tempo que promove a proliferação e sobrevivência 
das células infectadas, K1 inibe também a normal sinalização a partir do BCR, o que impede a 
reactivação viral e contribui para a manutenção da latência. 
 
A proteína K15 (Figura 1.7. B), do vírus KSHV, é uma proteína transmembranar muitíssimo variável e 
que não tem qualquer homologia com outra proteína celular (Rezaee et al., 2006). A fase do ciclo de vida 
do vírus em que K15 é expressa não está ainda bem determinada. Por um lado a análise dos RNAm de 
células derivadas de linfomas de efusão primária indica que o gene que codifica a proteína K15 é 
expresso abundantemente após a reactivação celular (Choi et al., 2000; Glenn et al., 1999) por outro, a 
análise por Western Blot de lisados de células provenientes do mesmo tipo de linfomas, sugere que a 
expressão da proteína está associada à fase latente (Sharp et al., 2002).  
Estrutural e funcionalmente, K15 é semelhante à proteína LMP2A do vírus EBV. De igual modo, K15 
localiza-se nos rafts lipídicos sendo composta por um domínio intracelular N-terminal curto, por uma 
cauda citoplasmática C-terminal que contém cinco tirosinas constitutivamente fosforiladas, e por vários 
domínios transmembranares, cujo número varia entre 4 e 12, dependendo da isoforma da proteína. Ao 
contrário de LMP2A, na proteína K15 é a cauda C-terminal que contém vários motivos de sinalização 
intracelular conservados (Brinkmann et al., 2003; Choi et al., 2000; Glenn et al., 1999; Poole et al., 1999), 
responsáveis pela actividade modeladora da proteína. Entre estes, encontram-se dois motivos de ligação 
a domínios SH2 através dos quais interage com membros da família de cinases Src, um motivo de 
ligação a domínios SH3, e um motivo que é reminiscente de um local de ligação a TRAFs, através do 
qual se liga às proteínas TRAF1, 2 e 3 (Brinkmann et al., 2003; Choi et al., 2000; Glenn et al., 1999). O 
recrutamento das cinases da família Src é responsável pela fosforilação constitutiva das tirosinas da 
cauda C-terminal. Em especial, a fosforilação do resíduo de tirosina localizado na posição 481 revelou 
ser crucial para a activação dos factores de transcrição NF-κB e AP-1 e para activação das proteínas 
Erk2 e JNK através da via Ras/MAPKs (Brinkmann et al., 2003). Mais ainda, a interacção de K15 com as 
proteínas TRAF reforça a activação do factor de transcrição NF-κB (Glenn et al., 1999). Ao activar estas 
vias celulares, K15 fornece sinais de proliferação e sobrevivência às células B infectadas por KHSV. 
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Outra função de K15 é inibir a apoptose através da interacção com HAX-1 (HS1 associated protein X-1) 
inibindo a apoptose mediada pela proteína pró-apoptótica Bax (Sharp et al., 2002). 
De forma análoga à proteína LMP2A, o recrutamento das cinases pela cauda C-terminal de K15, impede 
que elas interajam com as caudas Igα/Igβ do BCR. Adicionalmente, devido à sua localização celular nos 
rafts lipídicos, é possível que K15 consiga também impedir a entrada do BCR nestes domínios 
especializados. Através destes dois mecanismos, K15 inibe a normal sinalização celular a partir do BCR 
(Brinkmann et al., 2003; Choi et al., 2000), prevenindo assim a activação da célula B infectada. Também 
no KSHV a reactivação viral parece estar associada à activação da célula infectada. Desta forma, 
através da acção da proteína K15, o vírus consegue manter a latência, persistindo nas células 
infectadas.  
 
Através da acção conjunta das proteínas K1 e K15, o vírus KSHV desenvolveu duas estratégias para 
subverter a normal sinalização do BCR e para o controlo da célula B infectada. A proteína K1 ao mesmo 
tempo que inibe a sinalização a partir do BCR, sendo portanto responsável pela manutenção da latência, 
também activa de forma independente de estímulos extracelulares diversas vias de transdução de sinais, 
promovendo assim a activação, proliferação e diferenciação das células B infectadas. A proteína K15 
desempenha funções semelhantes a K1 ao nível da inibição da sinalização a partir do BCR, e promove 
ainda a proliferação e sobrevivência das células B infectadas. Assim, funcionalmente as proteínas K1 e 
K15 do vírus KSHV são homólogas, respectivamente, das proteínas LMP1 e LMP2A do vírus EBV. Esta 
homologia está também reflectida ao nível da posição dos genes que codificam estas proteínas no 
genoma dos vírus: as ORFs (open reading frames) LMP1 e K1 localizam-se ambas na extremidade 5`, 
enquanto LMP2A e K15 se localizam na extremidade 3`dos respectivos genomas.   
 
































































Figura 1.6. Representação esquemática das vias de sinalização activadas pelas proteínas LMP1, K1 e R1. 
Estas proteínas de γ-herpesvírus, para além de serem modeladoras da sinalização celular, têm também um papel na 
transformação da célula infectada. Todas elas contêm em comum domínios de interacção com factores celulares, 
para além serem codificadas pela primeira ORF, localizada na extremidade 5`, do respectivo genoma viral. A) A 
proteína LMP1 do EBV mimetiza o receptor CD40 activado. LMP1 interage com as proteínas TRAF, RIP e TRADD, 
induzindo a activação da célula B através da activação dos factores de transcrição NF-κB e AP-1. Adicionalmente, a 
activação da via da PI3K, da via JNK e das proteínas STAT promove a proliferação e sobrevivência das células 
infectadas. B) A proteína K1 do KSHV mobiliza o cálcio intracelular e promove a activação das proteínas Syk, Vav, 
P85α e AKT, o que resulta na activação da célula B através dos factores de transcrição NF-κB e NF-AT. K1 induz 
ainda a sobrevivência celular através da inibição da expressão da proteína pró-apoptótica FasL. C) A proteína R1 do 
vírus RRV mobiliza o cálcio intracelular e interage com a cinase Syk, induzindo a estimulação da célula B infectada 
através da activação do factor de transcrição NF-AT. Para uma descrição mais pormenorizada do modo de actuação 
das proteínas supracitadas, consultar o texto. (Y) resíduos de tirosina. Figura adaptada de Damania, 2004. 
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Outra proteína de γ-herpesvírus com funções relacionadas com subverção das vias sinalizadoras de 
células B é a proteína R1 do RRV, assim denominada pela sua parecença com a proteína K1 do KSHV 
(Alexander et al., 2000; Searles et al., 1999). RRV pertence ao género Rhadinovirus e é considerado o 
homólogo de KSHV em macacos Rhesus. Tal como o seu homólogo humano, RRV infecta 
predominantemente células B (Mansfield et al., 1999). R1 é uma proteína oncogénica com uma 
capacidade de transformar células equivalente à de K1. Em paralelo com LMP1 e K1, o gene que 
codifica a proteína R1 localiza-se na extremidade 5` do genoma viral. R1 (Figura 1.6. C) é uma proteína 
transmembranar formada por um domínio N-terminal extracelular e um domínio C-terminal citoplasmático 
longo com 171 aminoácidos. O domínio N-terminal possui oito locais que são potencialmente glicosilados 
e vários resíduos de cisteína que podem formar pontes de dissulfido semelhantes às de membros da 
superfamília receptores da imunoglobulina (Damania et al., 1999). A cauda C-terminal contém vários 
potenciais motivos de ligação a domínios SH2, dois dos quais formam um possível ITAM (Damania et al., 
1999). A interacção directa de R1 com a cinase Syk promove a fosforilação da proteína viral, o que 
estimula diversas respostas de activação da célula B, como a mobilização do cálcio intracelular, a 
fosforilação de proteínas celulares em resíduos de tirosina e a activação de NF-AT (Damania et al., 
2000). Não se sabe ainda se estes efeitos de R1 são dependentes ou não de estímulos externos. No 
entanto, resultados experimentais demonstraram que a expressão da proteína R1 completa em células B 
é capaz de activar constitutivamente NF-AT, na ausência de estimulação com anticorpos (Damania et al., 
2000).         
 
A análise genómica de isolados do RRV revelou que a região, na extremidade 3` do genoma, entre a 
ORF75 e as repetições terminais, tem o potencial para codificar uma ORF reminiscente da proteína 
ENBA2A do EBV e K15 do KSHV, razão pela qual foi denominada R15 (Alexander et al., 2000). R15 
ainda não foi experimentalmente analisada mas a análise computacional da sua sequência revelou que 
tem um padrão de splicing muito semelhante ao de EBNA2A e K15, e que potencialmente codifica uma 
proteína transmembranar composta por até 12 domínios hidrofóbicos e por um domínio C-terminal 
citoplasmático (Brinkmann and Schulz, 2006). Adicionalmente, o domínio C-terminal parece conter vários 
motivos de ligação a domínios SH3 e outros motivos passíveis de fosforilação por cinases celulares. No 
entanto, um motivo do tipo YEEV, crucial para a transdução de sinal por K15, não foi encontrado em 
R15. As suas funções são ainda amplamente desconhecidas.          






































Figura 1.7. Representação esquemática da função das proteínas modeladoras da sinalização celular LMP2A 
e K15. Estas proteínas inibem a normal sinalização a partir do BCR contribuindo para a manutenção da latência. O 
gene que codifica LMP2A e K15 localiza-se na extremidade 3`do respectivo genoma viral. A) A proteína LMP2A do 
EBV contém vários resíduos de tirosinas constitutivamente fosforilados, três deles representados pelos círculos a 
encarnado, através dos quais interage com Lyn e Syk. A interacção com Lyn sequestra a cinase impedindo-a de se 
ligar ao BCR, o que resulta na inibição da sinalização a partir deste receptor. LMP2A inibe ainda a translocação do 
BCR para os rafts lipídicos. Adicionalmente, LMP2A activa a via da PI3K o que promove a sobrevivência das células 
infectadas. B) A proteína K15 do KSHV activa as cinases da família Src e as MAPKs, para além de interagir com as 
proteínas TRAF. Estas associações permitem, à semelhança de LMP2A, a inibição da sinalização a partir do BCR. 
Tal como LMP2, K15 também inibe a translocação do BCR para os rafts lipídicos. Na figura K15 está representada 
com 12 domínios transmembranares, apesar de este número variar entre 4 e 12 conforme a isoforma da proteína. 
Para uma descrição mais pormenorizada do modo de actuação das proteínas supracitadas, consultar o texto. (Y) 
resíduos de tirosina. Os círculos a encarnado representam resíduos de tirosina fosforilados. Figura adaptada de 
Damania, 2004. 
 




1.5. Modelo animal para o estudo da infecção por gamaherpesvírus in vivo 
 
Como referido anteriormente, os γ-herpesvírus podem causar doenças graves em humanos e em 
animais. Por essa razão, o seu estudo, principalmente dos que infectam humanos, é de extrema 
importância. Existem no entanto, várias limitações de ordem prática para a sua investigação. Uma das 
maiores limitações ao estudo dos γ-herpesvírus humanos é a ausência de um modelo animal robusto no 
qual investigar os aspectos básicos da patogénese viral. Os γ-herpesvírus humanos infectam uma gama 
de hospedeiros bastante restrita, o que faz com que os estudos in vivo sobre a patogénese destes vírus 
estejam limitados à investigação clínica da infecção. A infecção de espécies não primatas quer pelo EBV 
quer pelo KSHV é muito limitada. Os únicos modelos animais eficientes para o estudo dos γ-herpesvírus 
foram durante muito tempo a infecção de primatas ou coelhos pelo HVS e a infecção de sanguis pelo 
EBV. No entanto, estes sistemas não mimetizam as infecções naturais por estes vírus, o que faz com 
que o seu uso seja limitado. Por estas razões a maior parte dos conhecimentos sobre o estabelecimento 
e manutenção da infecção latente pelos γ-herpesvírus humanos provém de estudos in vitro. No entanto, 
mesmo estes apresentam várias dificuldades. Uma vez que estes vírus não infectam facilmente células 
em cultura, o seu estudo está restringido a um número limitado de linhas celulares latentemente 
infectadas (Bornkamm and Hammerschmidt, 2001; Donofrio and van Santen, 2001; Jung et al., 1999; 
Renne et al., 1998). Nestes casos, o estudo da fase produtiva da infecção só pode ser realizado através 
da reactivação artificial do vírus (Doherty et al., 2001), o que causa problemas relacionados com as 
diferenças fisiológicas existentes entre o processo de reactivação e a fase lítica da infecção viral. Outra 
desvantagem das investigações in vitro é não permitirem o estudo das interacções hospedeiro/vírus no 
contexto natural da infecção. (Blackman and Flano, 2002). Apesar dos avanços dos últimos anos no 
campo da virologia molecular do KSHV e do EBV, o tropismo restrito dos γ-herpesvírus, a não existência 
de linhas celulares totalmente permissivas e a ausência de modelos animais apropriados, complica a sua 
investigação e faz com que se desconheça ainda bastante sobre o mecanismo inicial de infecção, sobre 
a função dos genes virais na infecção primária e na transição para a latência, sobre o significado da 
existência de outros locais de infecção para além dos linfócitos e sobre a relação entre a resposta imune 
e o vírus (Nash et al., 2001).  




Estas dificuldades foram ultrapassadas com o isolamento do MuHV-4, um radinovírus de roedores 
geneticamente relacionado com os γ-herpesvírus humanos EBV e KSHV, que abriu caminho ao estudo 
quer da infecção lítica quer da infecção latente dos γ-herpesvírus, não só em cultura de células mas 
também in vivo no contexto natural da infecção do vírus. MuHV-4 foi originalmente isolado em 1976 por 
investigadores eslovacos (Blaskovic et al., 1980), a partir de tecidos de roedores selvagens da espécie 
Clethrionomys glareolus, tendo sido mais tarde identificado como um radinovírus com base na 
organização do seu genoma e na análise da sua sequência (Virgin et al., 1997). A sequência completa 
do seu genoma demonstrou que o vírus MuHV-4 é mais semelhante ao vírus KSHV e HVS, o protótipo 
do género radinovírus, do que com o EBV, um linfocriptovírus.  
MuHV-4 infecta naturalmente outros roedores incluindo ratinhos de laboratório, um hospedeiro acessível 
e de fácil manuseamento, no qual estabelece uma infecção latente, preferencialmente em linfócitos B 
(Sunil-Chandra et al., 1992b). Além disso, a infecção de ratinhos de laboratório com MuHV-4 recapitula 
fielmente as etapas fundamentais da infecção por um γ-herpesvírus no seu hospedeiro natural, ou seja, 
a replicação lítica, o estabelecimento e manutenção de uma infecção latente sem a manifestação de 
sinais clínicos da infecção, e a reactivação da latência (Stevenson et al., 2002a). Estes factos fazem de 
MuHV-4 o modelo animal de eleição para o estudo da patogénese dos γ-herpesvírus humanos. Uma das 
principais vantagens deste modelo animal é a disponibilidade de estirpes de ratinho geneticamente 
modificadas, deficientes para diferentes parâmetros biológicos, o que contribui para a compreensão da 
importância que determinadas proteínas celulares têm nas interacções vírus/hospedeiro. Além disso, o 
facto de se conseguir manipular com facilidade vários componentes do sistema imunológico nestes 
ratinhos, possibilita também o estudo da natureza da resposta imunitária à infecção. Outra vantagem da 
utilização de MuHV-4 como modelo para o estudo das infecções por γ-herpesvírus, é o facto de poder 
ser facilmente manipulado em cultura de células, onde causa uma infecção produtiva e replica com 
títulos elevados numa grande variedade de linhas celulares e de culturas primárias de várias espécies 
(Mistrikova et al., 2000). A maioria das linhas celulares de origem epitelial e fibroblástica derivadas de 
vários tipos de mamíferos, incluindo humanos, suportam a replicação lítica do MuHV-4 (Svobodova et al., 
1982). O vírus é ainda capaz de infectar in vitro células B NS0 derivadas de um linfoma de ratinho, onde 
estabelece uma infecção latente, e a linha celular de monócitos/macrofagos RAW264.7, esta última de 
forma ineficiente (Sunil-Chandra et al., 1993). Outras linhas de células B de ratinho que também podem 
ser infectadas por MuHV-4 incluem a linha de células A20 (Forrest and Speck, 2008), utilizada 
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comummente, e a linha S11, proveniente de um linfoma de um ratinho persistentemente infectado com 
este vírus. As tentativas de transformar esplenócitos in vitro têm sido goradas (Dutia et al., 1999). 
Adicionalmente, a facilidade de manipulação do genoma de MuHV-4, clonado num cromossoma 
bacteriano artificial (Adler et al., 2000), permitiu a construção de vírus recombinantes, o que possibilitou a 
identificação da função de genes virais específicos e ainda perceber de que forma estes contribuem para 
as diferentes fases da infecção, e consequentemente para a colonização do hospedeiro in vivo. 
Em suma, a possibilidade de realizar experiências in vivo, em conjunto com a capacidade de construir 
vírus recombinantes, fazem de MuHv-4 um sistema único para a investigação da patogénese dos γ-
herpesvírus.  
 
1.5.1. Caracterização do genoma de MuHV-4  
 
A sequenciação completa do genoma de MuHV-4 (Virgin et al., 1997) veio permitir a análise genómica 
detalhada do vírus. O genoma de MuHV-4 é constituído por uma região única de DNA com 
aproximadamente 118 Kpb, flanqueada terminalmente por um número variável de repetições de uma 
sequência com 1.213 pb (Efstathiou et al., 1990a; Efstathiou et al., 1990b). Além das repetições 
terminais (TR), MuHV-4 contém ainda duas repetições internas, uma com 40 pb e a outra com 100 pb 
(Virgin et al., 1997). O genoma de MuHV-4 contém genes que são comuns aos restantes membros da 
sub-família Gammaherpesvirinae, genes homólogos a genes celulares, e outros específicos do vírus, 
sem homologia com qualquer proteína conhecida. Regra geral, as ORFs específicas codificam proteínas 
envolvidas nas interacções vírus/hospedeiro. Estima-se que o genoma de MuHV-4 contenha 
aproximadamente 80 ORFs, 63 das quais são colineares e homólogas às dos radinovírus HVS e KSHV. 
Muitas destas ORFs estão também presentes no genoma do EBV.  
As ORFs específicas de MuHV-4 são designadas pela letra M, tendo sido inicialmente identificadas 14 
(M1 a M14) (Virgin et al., 1997). No entanto, é provável que nem todas elas codifiquem genes, como por 
exemplo as ORFs M12, M13 e M14, que estão parcial ou totalmente codificadas dentro das TR. Em 
princípio, as ORFs M5, M6, M8 e M10abc também não codificam proteínas (Nash et al., 2001). M7 e M9 
codificam, respectivamente, uma glicoproteína do invólucro lipídico (gp150) homóloga às proteínas 
gp350 do EBV e gp35/37 do KSHV (Stewart et al., 1996), e uma proteína da cápside homóloga ao 
produto da ORF65 do KSHV (Virgin et al., 1997). Assim, parece que as únicas ORFs específicas do vírus 




estão representadas pelas ORFs M1 a M4, localizadas na extremidade esquerda do genoma. M1 
codifica uma proteína com alguma homologia às proteínas Serpins dos poxvírus (Bowden et al., 1997) 
que possivelmente funciona como um superantigénio, induzindo a expansão e a activação das células T 
CD8+ Vβ4+ (Evans et al., 2008). As células T CD8+ Vβ4+ activadas produzem IFN-γ, uma citocina 
essencial para inibir a reactivação viral em macrófagos (Steed et al., 2007). M3 codifica uma proteína de 
ligação a quimiocinas (Parry et al., 2000; van Berkel et al., 2000), desta forma inibindo a função das 
células T CD8+ (Bridgeman et al., 2001; Rice et al., 2002), e M4 codifica uma glicoproteína com função 
ainda desconhecida que tal como as proteínas M1 e M3 é secretada, e que está possivelmente envolvida 
na modulação da resposta imune (Geere et al., 2006). A proteína M2, por ser o foco desta tese, será 
detalhada na secção 1.6. deste capítulo.                         
Na extremidade esquerda (5`) da região única existem ainda 8 sequências pequenas (40 a 104 pb) com 
homologia a RNAs de transferência (tRNAs) (Bowden et al., 1997). A sua posição no genoma é análoga 
à dos EBERs do EBV e à dos U-RNAs do HVS (Albrecht et al., 1992; Baer et al., 1984). Os tRNAs virais 
(vtRNAs) são transcritos durante a fase de latência, no entanto, o seu papel no ciclo de infecção do vírus 
não é ainda conhecido. Pela sua abundante expressão nas células de centro germinativo, latentemente 
infectadas, os vtRNAs podem funcionar como um marcador da infecção latente, constituindo desta forma 
uma ferramenta valiosa que permite fazer uma análise semi-quantitativa da latência.  
MuHV-4 contém ainda homólogos funcionais de genes celulares, tais como ORF74, ORF72, M11 e 
ORF4, e de genes virais, como K3 e ORF73, importantes para a patogénese do vírus. Os homólogos 
celulares codificam, respectivamente, homólogos do receptor da IL-8, da ciclina do tipo D, da proteína 
anti-apoptótica bcl-2 e das proteínas reguladoras do sistema do complemento (revisto em Simas and 
Efstathiou, 1998). K3 é homóloga da ORF K3 e K5 do KSHV e codifica uma proteína cuja função é inibir 
a expressão das MHC de classe I, o que implica um papel na evasão viral ao sistema imune do 
hospedeiro (Boname and Stevenson, 2001; Stevenson et al., 2000). Por fim, ORF73 codifica uma 
proteína homóloga às proteínas LANA do KSHV e EBNA1 do EBV, essencial para o estabelecimento e 
manutenção da latência do MuHV-4 em células em divisão (Fowler et al., 2003). Adicionalmente, 
resultados mais recentes do nosso laboratório demonstraram que ORF73 inibe a actividade 
transcricional de NF-κB, através da promoção da sua poli-ubiquitinação e subsequente degradação pelo 
proteossoma de p65/RelA, no núcleo das células infectadas. Esta actividade de ORF73 é crítica para o 
estabelecimento da infecção persistente pelo MuHV-4, uma vez que vírus recombinantes mutantes para 
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esta função de ORF73 suprimem a expansão das células B de centro germinativo infectadas e previnem 
a infecção persistente (Rodrigues et al., 2009).   
 
1.5.2. Infecção por MuHV-4 
 
Apesar de a via normal de infecção pela qual MuHV-4 infecta os seus hospedeiros naturais ser 
desconhecida, é provável que in vivo esta ocorra através do tracto respiratório ou gastrointestinal. No 
entanto, as várias tentativas realizadas em laboratório para demonstrar a transmissão horizontal do vírus 
não tiveram sucesso, deixando por resolver o modo como o este se transmite na natureza.    
A inoculação intranasal de ratinhos de laboratório com o vírus MuHV-4 tem como consequência o 
estabelecimento de uma infecção produtiva inicial nas células do epitélio alveolar e em células 
mononucleares dos pulmões (Sunil-Chandra et al., 1992a). Não obstante, a replicação de MuHV-4 foi 
também detectada noutros órgãos mais distantes, incluindo o fígado, os rins, as glândulas supra-renais e 
o coração (Cardin et al., 1996; Sunil-Chandra et al., 1992a). A infecção produtiva nos pulmões, 
acompanhada pelo desenvolvimento de bronquiolite e de pneumonia intersticial, atinge o seu nível 
máximo cerca de 5 a 6 dias após a infecção, sendo resolvida ao fim de 10 a 12 dias (Sunil-Chandra et 
al., 1992a). Esta infecção é controlada em parte pelas células T CD8+, ou células T citotóxicas (CTL, 
Cytotoxic T lymphocytes), específicas para diferentes antigénios virais expressos durante a replicação 
lítica (Ehtisham et al., 1993; Stevenson and Doherty, 1998). Concordantemente, a depleção desta 
população celular, antes da infecção intranasal com uma dose elevada de MuHV-4, resulta na replicação 
viral descontrolada e culmina na morte do animal (Ehtisham et al., 1993). Apesar de esta fase ser 
maioritariamente controlada pelas CTLs, as células T CD4+ são também essenciais para a manutenção a 
longo prazo de uma resposta CTL eficiente (Cardin et al., 1996). 
Após a infecção lítica, o vírus dissemina-se para o tecido linfóide, em primeiro lugar para os linfonodos 
mediastinais, e em seguida para o baço e outros órgãos linfóides secundários (Cardin et al., 1996; 
Rochford et al., 2001), estabelecendo uma infecção latente em células dendríticas, macrófagos e células 
B (Flano et al., 2000; Sunil-Chandra et al., 1992b; Usherwood et al., 1996b; Weck et al., 1999). O 
estabelecimento de latência em células epiteliais pulmonares foi também documentado (Stewart et al., 
1998). As células B latentemente infectadas expandem-se rapidamente nos linfonodos, provocando o 
aumento massivo do número de células B portadoras de epissomas virais, e promovendo desta forma o 




aumento do tamanho dos linfonodos. O pico da infecção latente, ou seja o número máximo de células 
latentemente infectadas (aproximadamente 1 células por cada 104 esplenócitos), ocorre cerca de 14 dias 
após a infecção e coincide com outra rápida expansão das células B latentemente infectadas, agora no 
baço (Sunil-Chandra et al., 1992a; Usherwood et al., 1996a). A proliferação das células B infectadas, 
induzida pelo próprio vírus, resulta no aumento do tamanho do baço, um fenómeno denominado de 
esplenomegalia (Nash and Sunil-Chandra, 1994; Usherwood et al., 1996a) e no aparecimento de uma 
doença linfoproliferativa semelhante à mononucleose infecciosa provocada pela infecção primária de 
humanos, durante a adolescência, com o EBV (Doherty et al., 1997). O aparecimento de esplenomegalia 
é promovido não só pelo aumento do número de células B B220+ latentemente infectadas, mas também, 
em menor escala, pelo aumento das células Th CD4+, responsáveis pelo controlo da proliferação das 
células B, e pelas células CTL (Usherwood et al., 1996a). Na ausência de células Th CD4+ a 
esplenomegalia não ocorre. Adicionalmente, durante a fase de esplenomegalia, entre os 14 e os 21 dias 
após a infecção, verifica-se o aumento do número de linfócitos activados em circulação, principalmente 
de células T CD8+ Vβ4+ (Tripp et al., 1997). Uma característica da infecção por MuHV-4 é o número 
reduzido e constante de células infectadas no baço e noutros órgãos linfóides secundários, durante toda 
a vida do hospedeiro. Após o pico da infecção latente, o número de células latentemente infectadas 
decresce para cerca de uma célula infectada por cada 105-106 esplenócitos (Nash and Sunil-Chandra, 
1994).  
A reactivação da latência é ainda um processo pouco conhecido, no entanto, o produto da ORF50 
(activador da transcrição lítica) está envolvido (Liu et al., 2000; Wu et al., 2001; Wu et al., 2000). Este 
induz a expressão de numerosos genes associados à replicação viral, mediando assim a transição entre 
a fase latente e a replicação lítica. 
 
1.5.2.1. A fase de Latência do MuHV-4 
 
Como referido na secção anterior, in vivo MuHV-4 é capaz de estabelecer uma infecção latente em 
diferentes tipos celulares e especialmente em células B. A identificação das células B como o principal 
alvo celular para o estabelecimento de latência foi realizada por Sunil-Chandra (Sunil-Chandra et al., 
1992b). Nesse estudo, as células totais do baço de ratinhos infectados com MuHV-4 foram divididas em 
três fracções diferentes: células Ig+ (fracção enriquecida em células B), células Ig- (fracção enriquecida 
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em células T) e células aderentes (fracção enriquecida em macrófagos). A quantificação do vírus latente 
em cada uma destas fracções, através da realização de ensaios in vitro de reactivação viral, demonstrou 
nitidamente que as células B constituem o principal reservatório de latência no baço. Neste mesmo 
estudo, e contrariamente às células T, os macrófagos foram também identificados como um alvo 
adicional para o estabelecimento de latência. O facto de que MuHV-4 tem um tropismo para o 
estabelecimento de latência mais vasto, e não limitado às células B, foi confirmado pela observação de 
que MuHV-4 consegue infectar latentemente, de forma eficiente, ratinhos deficientes para células B 
maturas (Weck et al., 1996) e a identificação dos macrófagos como a principal população celular para o 
estabelecimento de latência nas células do exsudato peritoneal (Weck et al., 1999). No entanto, é 
preciso cuidado na interpretação destes resultados, uma vez que a via de inoculação do vírus utilizada 
foi a via intraperitoneal, a qual não reflecte as condições fisiológicas da infecção. Ao contrário da 
infecção intraperitoneal, a administração intranasal de MuHV-4 em ratinhos deficiente em células B no 
baço, veio atestar o papel crucial das células B para o estabelecimento de latência neste órgão. Nestas 
condições, foi impossível detectar a presença de genomas virais latentes no baço, o que sugere um 
papel das células B no transporte do vírus latente desde os locais iniciais da infecção até aos órgãos 
linfóides secundários (Usherwood et al., 1996b). Adicionalmente, não foi detectado o desenvolvimento de 
esplenomegalia. Finalmente, um outro estudo onde que foi analisada a latência no baço reforçou o papel 
das células B como reservatório de latência e alargou os conhecimentos sobre o tropismo celular para o 
estabelecimento desta fase, ao revelar que três populações celulares contêm genomas latentes do vírus 
MuHV-4 no baço: células B, macrófagos e pela primeira vez, células dendríticas (Flano et al., 2000). No 
entanto, só as células B latentemente infectadas são capazes de promover a expansão das células T 
CD8+ Vβ4+ associada ao desenvolvimento da fase de mononucleose infecciosa da infecção viral.   
Assim, apesar de as células B não serem o único reservatório de latência do vírus, estas desempenham 
claramente um papel singular na infecção latente, uma vez que a longo prazo a persistência do vírus 
está confinada a esta população celular (Marques et al., 2003). 
Tirando partido da expressão do vtRNAs no baço de ratinhos infectados, como um marcador da infecção 
latente, foi possível não só estudar a evolução desta fase da infecção viral ao longo do tempo, como 
também identificar em que zona, ou zonas, do baço residem as células infectadas. A análise por 
hibridação in situ de secções de baços de ratinhos infectados, recolhidos a diferentes tempos após a 
infecção, revelou que aos 7 dias pós-infecção (p.i.), existem já algumas células latentemente infectadas 




localizadas de forma dispersa na bainha linfóide perioarteriolar, à volta dos folículos primários, enquanto 
que aos 10 dias p.i. estas apresentam uma distribuição mais vasta localizando-se na bainha linfóide 
periarteriolar e em células dos centros germinativos em desenvolvimento no interior dos folículos 
secundários. Aos 21 dias p.i. a maioria das células positivas para os vtRNAs estava confinada aos 
centros germinativos. A longo prazo (37 e 70 dias p.i.), detectam-se algumas células positivas para os 
vtRNAs exclusivamente dentro dos folículos (Simas et al., 1999). Estes resultados, que associam o 
estabelecimento da latência aos centros germinativos, foram mais tarde confirmados por estudos que 
demonstraram que, durante no pico da fase de latência, o vírus latente está maioritariamente associado 
às células B de centro germinativo (Flano et al., 2000; Flano et al., 2002; Marques et al., 2003). No 
entanto, a longo termo, a latência do vírus é mantida não só em células B de centro germinativo mas 
também, preferencialmente, em células B de memória (Flano et al., 2003; Flano et al., 2002; Kim et al., 
2003). A diferenciação das células B de centro germinativo infectadas em células de B memória é 
indispensável para a manutenção a longo termo da latência do MuHV-4. Para isso, MuHV-4 induz a 
proliferação e diferenciação das células B de centro germinativo que contêm epissomas virais, em 
células B de memória, onde persiste durante toda a vida do hospedeiro (Kim et al., 2003).  
 
A estratégia desenvolvida pelo MuHV-4 para o estabelecimento e manutenção da latência no baço 
mimetiza a estratégia utilizada pelo EBV, no sentido em que ambos os vírus exploram a normal biologia 
da célula B do hospedeiro. Após a infecção lítica nos pulmões, MuHV-4 estabelece uma infecção latente, 
preferencialmente nas células B naïve que circulam na periferia. À semelhança da infecção por EBV, a 
infecção latente das células B por MuHV-4 induz a sua activação (Stevenson and Doherty, 1999), como 
comprovado pelo aumento da expressão do marcador de activação CD69 em conjunto com o aumento 
dos níveis totais de IgG no soro (Stevenson and Doherty, 1999). Também neste caso, o processo de 
activação da célula B é induzido pelo próprio vírus sendo desta forma independente de estímulos 
externos. É, no entanto, dependente da ajuda das células Th CD4+ específicas para o vírus, pois não 
ocorre em ratinhos deficientes para células T CD4+, e necessita da co-estimulação do receptor CD40 
pelo seu ligando (Kim et al., 2003; Stevenson and Doherty, 1999). Uma vez activadas, as células migram 
para os órgãos linfóides secundários onde proliferam, originando uma reacção de centro germinativo, o 
que amplifica a quantidade de células que comportam genomas virais. A proliferação das células B 
infectadas é responsável pelo aparecimento da esplenomegalia, observada no pico do estabelecimento 
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da latência. Em seguida, o vírus induz a diferenciação das células B de centro germinativo, latentemente 
infectadas, em células B de memória. Como tal, o vírus tira vantagem da reacção de centro germinativo 
para aceder à população de células B de memória, o reservatório de latência do vírus por excelência. 
Estas saem do folículos para a periferia, onde circulam em repouso, até serem novamente activadas. 
Nessa altura, o vírus entra na fase de reactivação, transcreve os genes do programa de expressão lítico, 
produzindo novas partículas virais que são libertadas dando origem a um novo ciclo de infecção.    
 
Quando o vírus entra no estado latente, a expressão génica é reduzida de forma considerável, o que 
contribui para manter as células infectadas escondidas do sistema imunitário do hospedeiro. Apesar 
disso, verifica-se transcrição de alguns genes específicos cujos produtos proteicos estão envolvidos na 
evasão ao sistema imune e no controlo da infecção latente, essenciais para a eficiente colonização do 
hospedeiro.    
O perfil de transcrição génica durante a fase de latência foi analisado por vários grupos independentes, 
tendo-se verificado algumas discrepâncias entre os resultados obtidos (Marques et al., 2003; Martinez-
Guzman et al., 2003; Rochford et al., 2001; Simas et al., 1999; Virgin et al., 1999). Em conjunto, o uso de 
diferentes métodos de detecção com diferentes níveis de sensibilidade na quantificação dos transcritos 
virais, a infecção de ratinhos deficiente para células B versus a infecção de ratinhos com um 
desenvolvimento normal desta população celular, a utilização de linhas latentemente infectadas, e a 
utilização de diferentes vias de inoculação, contribuíram para a falta de consenso em relação ao padrão 
de transcrição de MuHV-4 durante a latência. É de referir, no entanto, que a transcrição do genoma de 
MuHV-4 durante o estabelecimento da latência é determinada pelo tipo de células infectada e que, tal 
como EBV, MuHV-4 parece ter mais do que um programa de latência.  
Um estudo realizado no nosso laboratório identificou o padrão de transcrição latente no pico do 
estabelecimento de latência, em várias populações celulares, e em especial nas células B de centro 
germinativo (Marques et al., 2003). As ORFs M1, M2, M3, M4, M8, K3, ORF6, ORF72 e ORF73 foram 
identificadas como sendo expressas nas células B de centro germinativo aos 14 dias p.i..  
 
Tal como se observa para o EBV, o estabelecimento de uma infecção latente eficiente está dependente 
do equilíbrio entre o controlo da infecção pelo sistema imunitário e a evasão a este mecanismo de 
defesa do hospedeiro. Em especial as células CTL desempenham um papel vital quer na resolução da 




infecção lítica quer no controlo da infecção a longo termo (revisto em Barton et al., 2011; revisto em 
Stevenson et al., 2009). 
A proteína M2, expressa durante a fase de latência, contém na sua sequência um epitopo (Husain et al., 
1999), reconhecido especificamente pelas células CTL do haplótipo H2-Kd. O reconhecimento deste 
epitopo pelas CTLs específicas contribui para o controlo do número de células persistentemente 
infectadas por MuHV-4, durante a fase de estabelecimento de latência, garantindo assim que a longo 
termo estas se conservam dentro de níveis reduzidos e sem causar doença ao hospedeiro (Marques et 
al., 2008; Usherwood et al., 2000).   
As proteínas imuno-evasoras codificadas pelo MuHV-4 estão representadas pelas proteínas K3, M3 e 
ORF73. Devido à sua acção o vírus consegue persistir durante toda a vida do hospedeiro sem ser 
sinalizado pelo seu sistema imunitário. Adicionalmente, a amplificação induzida pelo vírus das células B 
de centro germinativo, latentemente infectadas, implica a expressão de proteínas dedicadas à 
manutenção do genoma viral e à modulação de diferentes funções da célula hospedeira, que podiam 
causar problemas para a persistência do vírus, caso este não possuísse proteínas de evasão ao sistema 
imunitário. A proteína K3 promove a ubiquitinação das cadeias pesadas das moléculas MHC-I, 
sintetizadas no reticulo endoplasmático, promovendo as sua degradação pelo proteossoma (Boname 
and Stevenson, 2001). Desta forma, K3 interfere com a apresentação das moléculas MHC-I. K3 promove 
ainda a degradação do transportador TAP, associado ao processamento do antigénio (Boname et al., 
2004). Vírus recombinantes deficientes nesta proteína são incapazes de induzir a amplificação das 
células latentemente infectadas. Este fenótipo pode, no entanto, ser revertido através da depleção das 
células T CD8+ nos ratinhos infectados (Stevenson et al., 2002b), o que evidencia o papel crucial de K3 
na evasão às CTL.   
A proteína M3 codifica uma proteína de ligação a quimiocinas (Parry et al., 2000), bloqueando a sua 
actuação in vitro e in vivo. Tal como K3, a infecção de ratinhos com vírus recombinantes deficientes em 
M3, resultou numa diminuição do nível de latência no baço, igualmente revertido parcialmente pela 
depleção das células T CD8+ (Bridgeman et al., 2001).  
Finalmente, a proteína ORF73, para além do seu papel essencial na manutenção do epissoma viral, tem 
também um papel na evasão às CTL. Esta proteína contém na sua sequência um epitopo específico 
para as MHC-I, o que poderia constituir um potencial alvo para o reconhecimento pelo sistema imunitário 
das células latentemente infectadas. Apesar disso, da mesma forma que a proteína EBNA1 do EBV, 
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ORF73 reduz a apresentação do seu próprio epitopo, através de um mecanismo de auto-regulação 
transcricional e traducional, impedindo assim a eliminação da infecção pelo sistema imunitário do 
hospedeiro (Bennett et al., 2005).         
 
Como referido anteriormente os γ-herpesvírus humanos expressam também durante a fase de latência, 
proteínas modeladoras (LMP1 e LMP2, no caso de EBV, e K1 e K15, no caso do KSHV) das vias de 
sinalização das células B infectadas de forma a promover a sua proliferação e diferenciação em células 
B de memória, independentemente da presença de estímulos externos. Ao invés, MuHV-4 não parece 
codificar nenhum homólogo óbvio destas proteínas. No entanto, o simples facto de MuHV-4, à 
semelhança dos γ-herpesvírus humanos, explorar a reacção de centro germinativo para permanecer 
latente em células de memória, sugere que também ele deve codificar proteínas dedicadas à subversão 
das vias de sinalização da célula B infectada. Embora com o mesmo fim, a estratégia empregue pelo 
MuHV-4 é provavelmente diferente da do EBV e do KSHV. Recentemente a proteína M2 foi identificada 
como sendo uma proteína modeladora das vias de sinalização a partir do BCR (Rodrigues et al., 2006). 
Uma vez que a investigação relatada nesta tese visa esclarecer melhor o papel da proteína M2 do 
MuHV-4 na modulação da célula B infecta, a proteína M2 será analisada em pormenor em seguida.    
 
1.6. A proteína M2 do MuHV-4 
 
A proteína M2 foi inicialmente identificada como uma proteína potencialmente associada à fase de 
latência do vírus com base na posição do seu gene codificante no genoma do MuHV-4. O gene M2 
localiza-se na extremidade esquerda (5`) do genoma do vírus, uma posição que é homóloga à de genes 
com funções latentes presentes noutros γ-herpesvírus (Virgin et al., 1997; Virgin et al., 1999). O gene M2 
contém dois exões que após splicing codificam uma proteína com 192 resíduos de aminoácidos sem 
homologia significativa com qualquer outra proteína viral ou celular conhecida (Husain et al., 1999). A 
análise da sua sequência primária revelou a presença de oito regiões ricas em prolinas e três resíduos 
de tirosinas (Figura 1.8.), dois dos quais fazem parte de um motivo reconhecido pelas cinases da família 
Src, tendo por isso potencial para serem fosforiladas (Rodrigues et al., 2006). Para além destas regiões, 
M2 não contém nenhum domínio estrutural ou funcional consenso que permita inferir a função da 
proteína.       








Figura 1.8. Sequência primária da proteína M2. A análise da sequência primária de M2 revelou a presença de oito 
domínios ricos em prolinas (domínios PxxP, em que P representa um resíduo de prolina e x é um outro aminoácido 
qualquer) que se encontram a verde e sublinhados, enquanto as duas tirosinas (Y120 e Y129) com potencial para 
serem fosforiladas por cinases encontram-se a encarnado e assinaladas com um asterisco.  
 
Um estudo realizado com o objectivo de definir a biologia molecular da latência do MuHV-4 veio 
confirmar que M2 está de facto associada a esta fase do ciclo de vida do vírus (Husain et al., 1999). 
Neste estudo os autores demonstraram, por hibridação in situ, a presença de transcritos de M2 em todas 
as células latentemente infectadas da linha S11 e in vivo, durante a fase de latência (aos 14 e 28 dias 
p.i.), por RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), em esplenócitos isolados de 
ratinhos infectados por via intranasal com MuHV-4. Adicionalmente, não foram detectados transcritos de 
M2 em fibroblastos infectados liticamente (Husain et al., 1999; Jacoby et al., 2002; Virgin et al., 1999). 
Estas observações foram mais tarde corroboradas por Usherwood (Usherwood et al., 2000), que provou 
mais uma vez que M2 é expressa in vivo durante a fase de latência.  
Com o objectivo de caracterizar melhor a fase de latência do vírus, dois grupos independentes 
analisaram a expressão de M2 nas diferentes subpopulações de células B. Um desses estudos, 
demonstrou a expressão de M2, a longo termo pós-infecção, em células B de centro germinativo e em 
células B de memória, isoladas por citometria de fluxo a partir do baço de ratinhos infectados 
intranasalmente (Flano et al., 2002). O segundo estudo, realizado pelo nosso laboratório, confirmou e 
alargou estes resultados. Nesse trabalho, os autores investigaram a transcrição génica do MuHV-4 nas 
várias populações celulares purificadas do baço, durante a fase do estabelecimento de latência, desta 
forma evidenciando que M2 é expresso em todas as populações de células B analisadas e ainda em 
células dendríticas (Marques et al., 2003).  
     
A expressão de M2 nas células B, durante a fase de latência, sugere que esta proteína exerce uma 
função necessária à latência do MuHV-4. Para investigar, de que forma M2 participa neste processo, 
vários autores construíram diferentes vírus recombinantes nos quais o gene M2 foi delectado. Em 
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seguida, a capacidade dos vírus deficientes para M2 estabelecerem latência e persistirem a longo termo 
foi analisada.  
Num desses estudos, a infecção de ratinhos por via intranasal, com dois vírus independentes deficientes 
para a expressão de M2, não revelou qualquer alteração no normal estabelecimento da infecção lítica 
nos pulmões, concluindo-se portanto que M2 é dispensável para a replicação do vírus nos pulmões, não 
tendo qualquer influência na fase produtiva da infecção. Contrariamente à fase lítica, na ausência de M2 
observa-se uma diminuição no estabelecimento da latência no baço aos 16 dias p.i., tal como 
comprovado pela redução na frequência de esplenócitos totais positivos para genomas virais. 
Adicionalmente, verifica-se um défice na capacidade destas células em reactivarem da latência (Jacoby 
et al., 2002). De referir que um estudo recente veio demonstrar que a expressão de M2 regula a 
diferenciação das células B latentemente infectadas em células plasmáticas, responsável pela 
reactivação espontânea observada durante o pico da latência no baço (8 a 10% dos esplenócitos 
infectados por MuHV-4 no pico da latência são células plasmáticas), o que sugere que a reactivação viral 
pode ser um mecanismo controlado pelo vírus e não induzido por antigénio (Liang et al., 2009). Após 
tempos mais longos p.i., o número de esplenócitos positivos para genomas virais e a capacidade de 
reactivação da latência são equivalentes independentemente de os ratinhos estarem infectados com os 
vírus mutantes ou com o vírus selvagem. Estes resultados demonstram assim que M2 tem um papel 
primordial no estabelecimento da latência no baço e na reactivação do vírus durante esta fase (Jacoby et 
al., 2002).  
Os resultados obtidos noutro estudo realizado subsequentemente foram concordantes. A ausência de 
M2 não teve nenhum impacto na replicação lítica do vírus nem na mononucleose por este induzida, mas 
afectou o padrão normal do estabelecimento de latência. Neste caso, não foi possível observar o rápido 
aumento do número de células latentemente infectadas, normalmente visto no baço no pico do 
estabelecimento da latência. Interessantemente, aos 46 dias p.i., o número de esplenócitos infectados é 
superior na infecção com o vírus recombinante, deficiente na expressão de M2, comparativamente à 
infecção com o vírus selvagem, o que sugere um papel de M2 na indução e no controlo da proliferação 
transiente das células latentemente infectadas (Macrae et al., 2003).   
Finalmente, um trabalho realizado pelo nosso grupo veio clarificar a função de M2 no estabelecimento de 
latência. Enquanto nos trabalhos supracitados o fenótipo dos vírus defectivos em M2 foi investigado no 
contexto de esplenócitos totais, neste trabalho a consequência da ausência de expressão desta proteína 




viral para a infecção latente foi analisada especificamente em diferentes subpopulações de células B. As 
células B totais, células B de centro germinativo e as células B de memória foram isoladas, por citometria 
de fluxo, a partir de uma suspensão de esplenócitos totais de ratinhos infectados por via intranasal, e em 
seguida analisadas para a presença de genomas virais. Tal como descrito nos estudos anteriores, 
observou-se um défice no número de células latentemente infectadas durante estabelecimento inicial da 
latência (aos 14 dias p.i.). Esta diferença foi observada quer na população de células B totais quer nas 
células B de centro germinativo, sendo mais significativa nesta última. Foi ainda demonstrado, por 
hibridação in situ, que o menor número de células latentemente infectadas deve-se a uma ineficiente 
colonização dos folículos do baço e não a uma deficiente expansão das células infectadas dentro de 
cada folículo, uma vez que o número médio de células infectadas por folículo é equivalente. Observou-se 
também que, a tempos longos de infecção (aos 50 e 70 dias p.i.), a inexistência de M2 resulta no 
aumento exacerbado da persistência do vírus nas células de centro germinativo. Curiosamente, este 
aumento sustentado do número de células de CG infectadas não é acompanhado pelo aumento da 
infecção em células B de memória (Simas et al., 2004).  
Em suma, o conjunto das observações descritas nestes estudos indica que M2 é essencial para a eficaz 
colonização inicial dos folículos do baço, durante a fase de estabelecimento de latência. Adicionalmente, 
a proteína M2 está também indirectamente envolvida na cessação da reacção de centro germinativo e 
na sinalização da diferenciação das células de CG infectadas em células B de memória. O fenótipo de 
não cessação da reacção de centro germinativo, e consequentemente do aumento exagerado de células 
B de CG latentemente infectadas, observado na ausência da proteína M2, deve-se a uma falha no 
controlo da infecção latente por parte das células CTL e não a uma função molecular intrínseca desta 
proteína viral. A proteína M2 contém um epitopo, referido anteriormente, que é capaz de induzir uma 
resposta CTL por parte do hospedeiro. Assim, na ausência do epitopo de M2, as células CTLs não 
reconhecem as células infectadas e não controlam a sua proliferação. Este facto ficou claramente 
demonstrado num estudo realizado recentemente pelo nosso laboratório, em que os resíduos de 
ancoragem do epitopo de M2 às MHC-I foram mutados, o que faz com que este não consiga ser 
apresentado pelas células infectadas às células CTLs. A infecção de estirpes de ratinhos do haplótipo 
H2-Kd, que reconhecem o epitopo de M2, com estes vírus recombinantes tem como resultado o aumento 
dos níveis de latência a longo termo, um fenótipo semelhante ao observado aquando da infecção de 
ratinhos H2-Kb, que não reconhecem este epitopo, com o vírus selvagem. Como expectável, a 
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restauração da expressão do epitopo de M2 selvagem repõem os níveis normais de latência a longo 
termo (Marques et al., 2008). 
 
O facto de M2 promover a proliferação das células de centro germinativo latentemente infectadas e de 
induzir a sua posterior diferenciação em células B de memória, sugere que esta proteína consegue 
manipular as vias de sinalização celular do hospedeiro, desta forma promovendo a activação das células 
infectadas e facilitando o estabelecimento de um reservatório de latência a longo termo nas células B de 
memória. Concordantemente, a observação de que M2 está maioritariamente associada à membrana 
plasmática em células B (Macrae et al., 2003) argumenta a favor de um papel na sinalização destas 
células.  
 
Com o objectivo de melhor compreender, em termos moleculares, o modo como M2 actua na latência do 
vírus, realizaram-se diversos estudos dedicados à investigação das funções bioquímicas de M2 na célula 
infectada.  
Em dois destes estudos, as funções putativas atribuídas a M2 estão relacionadas com a sua localização 
nuclear em fibroblastos. No primeiro, demonstrou-se que M2 interage com a proteína celular acídica p32, 
através da sua região central carregada positivamente, e que esta interacção é responsável pelo 
recrutamento de p32 para o núcleo das células. Adicionalmente, verificou-se que independentemente da 
sua localização em células B A20 ou em fibroblastos, a interacção de M2 com p32 regula negativamente 
a expressão das proteínas STAT1 e/ou STAT2, o que resulta na inibição da actividade transcricional 
mediada por IFNα/β e por IFNγ. As respostas mediadas por interferão fazem parte do sistema imunitário 
inato do hospedeiro e constituem a primeira linha de defesa do organismo contra as infecções virais. Por 
essa razão, a inibição da actividade antiviral mediada por interferão é importante para o estabelecimento 
e manutenção da latência do vírus. Assim, uma das potenciais funções de M2 é a de conferir protecção 
às células infectadas, impedindo a sua eliminação pelo sistema imunitário do hospedeiro (Liang et al., 
2004).  
Adicionalmente, foi demonstrado que a proteína M2 desempenha também um papel na desregulação da 
via de transdução de sinal envolvida na reparação do DNA celular. As respostas celulares de reparação 
do DNA têm como função detectar e reparar o DNA danificado, bloqueando temporariamente a 
progressão do ciclo celular até que o DNA esteja de novo em condições. Quando a sua reparação não é 




possível, este mecanismo celular induz a eliminação da célula danificada por apoptose. Estas respostas 
celulares têm ainda a capacidade de reconhecer o DNA viral como DNA danificado, desta forma 
actuando como um mecanismo de defesa antiviral. Assim, a sua inibição é crucial para a persistência do 
vírus. A região N-terminal de M2 interage com o complexo celular de reparação do DNA constituído 
pelas proteínas DDB1/COP9/Culina 1, e com a proteína ATM, cuja função é transduzir um sinal quando 
o DNA do hospedeiro é danificado. Ao interagir com todas estas proteínas M2 inibe a sua actuação, 
bloqueando assim a apoptose mediada por esta via e auxiliando a persistência das células infectadas 
(Liang et al., 2006).      
 
A expressão de M2 em células B primárias in vitro promove a expressão elevada de IL-10, o que resulta 
na indução da sobrevivência, proliferação e diferenciação das células B. Neste sentido, verificou-se que 
células B deficientes para a expressão de IL10, não proliferam em resposta à presença de M2. In vivo, a 
infecção de ratinhos com vírus deficientes para a expressão de M2, origina uma redução significativa nos 
níveis de IL-10 no soro, o que está correlacionado com uma diminuição no estabelecimento de latência, 
duas semanas p.i.. Interessantemente, EBV codifica um homólogo de IL-10, o que sugere que a 
manipulação da expressão desta citocina pode ser uma estratégia comum entre os γ-herpesvírus para 
auxiliar a colonização inicial dos folículos. Por fim, a análise da expressão superficial das células B 
demonstrou que a presença M2 promove a diferenciação das células transduzidas em células com um 
perfil funcionalmente semelhante ao de células B de memória pré-plasmáticas (CD19+, sIgG+, sIgD-, 
B220low, CD138low) (Siegel et al., 2008).   
 
Grande parte da investigação do nosso grupo tem sido dedicada ao estudo das funções moleculares da 
proteína M2, tendo-se realizado até ao presente diversos trabalhos nesse sentido. Através do sistema de 
dois híbridos de levedura e utilizando M2 como isco para rastrear uma biblioteca de cDNA construída a 
partir de RNAm isolado de células B purificadas do baço de ratinhos infectados com MuHV-4 a 15,18 e 
21 dias p.i., identificaram-se potenciais alvos celulares desta proteína viral. Uma das proteínas celulares 
que interagiu com M2 em dois rastreios independentes foi Vav1. Adicionalmente, verificou-se que M2 
interage também com Vav2, outra proteína da família Vav, mas não com Vav3. A interacção de M2 com 
Vav foi em seguida confirmada em células fibroblásticas humanas (293T) e em células B imaturas de 
ratinho (WEHI), por co-imunoprecipitação. Também pelo sistema de dois híbridos de levedura foi 
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possível mapear a região de interacção entre M2 e Vav1 ou Vav2. Para isso construíram-se vários 
mutantes de delecção e mutantes pontuais da proteína M2, tendo-se identificado a região rica em 
prolinas C-terminal, entre os resíduos 153 a 172, constituída por três domínios PxxP, como responsável 
pela referida interacção. A mutação dos resíduos de prolina 158, 160, 163 e 167, disrompe os três PxxP 
e, como consequência, a interacção de M2 com Vav1/Vav2. Este mutante foi denominado de M2P2. 
Adicionalmente, este estudo demonstrou ainda que a expressão de M2 em células B WEHI promove a 
sua proliferação e sobrevivência (Madureira et al., 2005).  
Subsequentemente, outro estudo do nosso laboratório veio esclarecer de que forma a interacção entre 
M2 e Vav1 contribui para o estabelecimento e manutenção da latência do MuHV-4. A interacção de M2 
com as proteínas Vav1 e 2 foi primeiramente confirmada por co-imunoprecipitação em diferentes tipos 
celulares como células fibroblásticas, células B e num contexto mais fisiológico constituído pelas células 
latentemente infectadas da linha S11. Em seguida, demonstrou-se que a interacção de M2 com Vav1 
promove a fosforilação e a consequente activação da actividade catalítica da proteína celular para Rac1, 
independentemente da estimulação do BCR, como constatado pelo aumento da fosforilação no seu 
resíduo de activação específico (Y174) e pela co-precipitação aumentada de Rac1, através da realização 
de um ensaio de co-precipitação com a proteína de fusão GST-Pak1 RBD, aquando da expressão de 
M2. Adicionalmente, verificou-se que esta função de M2 é dependente da associação estável entre as 
proteínas uma vez que o mutante M2P2 não consegue promover a activação de Vav1. Através de um 
rastreio comercial de domínios SH3, demonstrou-se ainda que M2 interage com proteínas da família Src, 
e que esta interacção recruta as cinases para o complexo proteico com Vav1, facilitando assim a 
activação destas últimas. A interacção com as cinases Src é crucial para a activação de Vav1, uma vez 
que M2 não possui actividade cinásica. Como consequência da interacção entre M2 e Fyn, a proteína 
Fyn autofosforila-se e promove também a fosforilação de M2, o que é essencial para que M2 medeie a 
fosforilação de Vav1 por Fyn. Os resultados obtidos com a construção de outro mutante da proteína M2, 
denominado de M2Y, em que os resíduos de tirosina de M2 na posição 120 e 129 foram mutados para 
fenilalanina, em conjunto com os resultados do mutante M2P2, vieram demonstrar que a formação do 
complexo trimolecular M2/Vav1/Fyn depende da integridade dos três domínios PxxP C-terminal e dos 
resíduos de tirosina na posição 120 e 129 de M2. A escolha de Vav1 como alvo celular de M2 é 
extremamente relevante para a latência do MuHV-4, uma vez que a sua activação é crucial para o 
desenvolvimento, activação e a diferenciação das células B. Neste estudo, os autores demonstraram 




ainda que a infecção intranasal de ratinhos deficientes para Vav1 com o vírus MuHV-4 selvagem resulta 
num aumento dos níveis de latência nas células de centro germinativo a longo termo, um fenótipo 
semelhante ao da infecção de ratinhos da estirpe selvagem com vírus deficientes para a expressão de 
M2, o que corrobora a importância desta interacção para o normal estabelecimento de latência no baço. 
Estes resultados revelam assim uma nova estratégia utilizada pelo MuHV-4, para subverter as vias de 
sinalização da célula hospedeira em benefício próprio do vírus (Rodrigues et al., 2006).    
Finalmente, outro estudo recente solidificou o papel de M2 na latência do vírus, tendo-se demonstrado 
que o resíduo de tirosina na posição 120 é a principal tirosina para a associação do complexo 
trimolecular (Pires de Miranda et al., 2008). Verificou-se ainda que as tirosinas de M2 são 
constitutivamente fosforiladas por Fyn em células hematopoiéticas e que esta fosforilação gera locais de 
ancoragem específicos para os domínios SH2 de Fyn e de Vav1. A interacção dos domínios SH2 de Fyn 
e Vav1 com as tirosinas fosforiladas de M2 é condição obrigatória para a associação óptima do 
complexo trimolecular Vav/Fyn/M2 in vivo. Curiosamente, verificou-se ainda que a expressão de M2 em 
células B promove a fosforilação adicional em resíduos de tirosina de outras proteínas envolvidas em 
sinalização, um processo biológico que requer a integridade da região rica e prolinas C-terminal e de 
ambas as tirosinas de M2 (Pires de Miranda et al., 2008).   
Em especial, este estudo demonstrou que a integridade de ambas as regiões PxxP C-terminal e as 
tirosinas fosforiladas de M2 contribuem para o estabelecimento inicial da latência no baço mas que não 
são responsáveis pelo fenótipo observado a longo termo com os vírus recombinantes deficientes para 
M2. Este último é devido a um efeito imunológico do reconhecimento do epitopo de M2 pelas CTLs 
específicas. Após infecção intranasal de ratinhos do haplótipo H2-Kd com vírus recombinantes em que a 
região rica em prolinas C-terminal (mutante M2P2) ou os resíduos de tirosina Y120 e Y129 (mutante M2Y) 
foram mutadas independentemente, observou-se um défice no estabelecimento inicial da latência e na 
colonização dos folículos do baço, aos 14 dias p.i.. Aos 21 dias p.i. observou-se um aumento significativo 
no número de células B de centro germinativo latentemente infectadas, ao contrário do verificado na 
infecção com o vírus selvagem. Este fenótipo, a 14 e 21 dias p.i., é idêntico ao fenótipo inicial observado 
na infecção com um vírus recombinante deficiente para M2. Interessantemente, aos 50 dias p.i., a 
frequência de células B de centro germinativo infectadas é semelhante à do vírus selvagem, não se 
observando portanto nenhum fenótipo específico a tempos longos p.i. para os vírus M2P2 e M2Y, o que 
significa que a região rica em prolinas C-terminal e a tirosinas de M2 não são importantes para a 
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manutenção da latência. Estes resultados comprovam claramente que a interacção M2/Vav1/Fyn e 
consequentemente a manipulação da via Vav/Rac1 é crucial para a colonização inicial dos folículos 
durante o estabelecimento de latência (Pires de Miranda et al., 2008).              
 
Em conjunto, este estudo e os anteriormente descritos demonstram que M2 actua como uma proteína 
nucleadora de um complexo multiproteico formado por proteínas envolvidas na sinalização de células B, 
de forma a manipular as vias celulares de transdução de sinal, auxiliando assim o estabelecimento inicial 




Para colonizarem o hospedeiro de forma eficiente, os γ-herpesvírus exploram a reacção de centro 
germinativo de forma a colonizarem os folículos linfóides secundários e a aceder ao compartimento das 
células B de memória, onde persistem a longo prazo, invisíveis ao sistema imunitário. Nesse sentido, 
codificam proteínas modeladoras das vias de sinalização de células B, através das quais promovem a 
activação da célula infectada, induzindo a sua proliferação nos centros germinativos e a sua posterior 
diferenciação em células B de memória. Uma dessas proteínas é a proteína M2 do vírus MuHV-4, que ao 
contrário dos gamaherpesvírus humanos, não funciona como um receptor constitutivamente activado, 
mas sim como uma proteína adaptadora. Este facto sugere que apesar de a colonização dos folículos 
linfóides ser utilizada como estratégia comum dos γ-herpesvírus para o estabelecimento inicial da 
latência, o mecanismo molecular empregue pode ser diferente.  
Estudos realizados no nosso laboratório demonstraram que as funções moleculares de M2 como 
proteína adaptadora, para a formação de um complexo trimolecular, são essenciais, durante o 
estabelecimento inicial de latência, para a colonização dos folículos linfóides secundários. 
Adicionalmente, observou-se que M2 promove a fosforilação de outras proteínas de células B, para além 
das proteínas Vav1 e Fyn (Figura 1.9.). Este resultado veio assim sugerir que M2 pode nuclear um 
complexo multiproteico de maiores dimensões, de maneira a conseguir modelar um leque mais alargado 
de vias de sinalização celular, tendo possivelmente um efeito mais pleiotrópico na célula B infectada. 
 






Figura 1.9. M2 induz a fosforilação em resíduos de tirosinas de um conjunto de proteínas endógenas de 
células B, independentemente da estimulação do BCR. Células B A20 transfectadas com plasmídeos que 
codificam a proteína M2, ou as suas diferentes formas mutadas, foram lisadas e os extractos celulares totais (TCL) 
foram analisados com os anticorpos descritos à direita dos painéis. As proteínas de células B cuja fosforilação é 
induzida por M2 estão indicadas por setas (esquerda dos painéis), sendo que duas delas, com aproximadamente 60 
e 100 kDa, correspondem provavelmente a Fyn e Vav1, respectivamente. Este efeito de M2 é dependente da 
presença da tirosina Y120 e da região rica em prolinas C-terminal. Figura adaptada de Pires de Miranda et al., 2006. 
 
 
Para uma eficiente colonização dos folículos linfóides, a célula B necessita de sinais de activação 
fornecidos pela ligação do antigénio ao BCR, e de sinais auxiliares de proliferação e sobrevivência 
providenciados pelas células T helper. Como tal, estes dois eventos constituem possíveis alvos celulares 
para serem manipulados pelo vírus, em benefício próprio. Uma vez que a expressão de M2 é necessária 
para a eficiente colonização dos folículos linfóides, pode especular-se que através das suas funções 
moleculares como proteína modeladora, o vírus MuHV-4 consiga manipular as vias de sinalização de 
células B (Figura 1.10.), de modo a induzir a activação destas na ausência da ligação do BCR, e/ou a 
induzir a formação de um estado pro-sináptico (Figura 1.10.), que permita o recrutamento da ajuda das 
células T helper, independentemente da apresentação de antigénio específico. Desta forma, ao modelar 
estes sinais celulares, M2 poderá ser capaz de promover a eficiente colonização dos folículos linfóides. 
 
O objectivo geral do presente trabalho consistiu assim em compreender melhor as funções moleculares 
de M2, enquanto proteína adaptadora, e perceber qual o papel destas funções na modulação dos sinais 
celulares essenciais para a eficiente colonização dos folículos linfóides, durante o estabelecimento inicial 
de latência. Assim sendo, o primeiro objectivo deste estudo foi identificar quais os outros alvos celulares 
de M2. Em seguida, a capacidade de M2 promover a aglomeração dos novos alvos celulares num 
sinalossoma e a possibilidade de, nesse contexto, conseguir manipular as vias de sinalização a partir do 
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BCR, na ausência de antigénio específico (Figura 1.10.), foi também analisada. Ainda com o intuito de 
aprofundar as funções moleculares de M2, quisemos esclarecer em termos moleculares o padrão de 
localização submembranar da proteína viral, em células B. Por fim, com o objectivo de perceber se, 
através das suas funções moleculares, M2 conseguia modelar a interacção da célula B infectada com as 
células Th CD4+, analisámos a possibilidade do potencial sinalossoma de M2 induzir um estado pró-
sináptido na célula B de modo a promover a formação de sinapse imunológica (Figura 1.10.), 
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Figura 1.10. O papel da proteína modeladora M2 na patogénese do vírus MuHV-4. As funções moleculares da 
proteína viral M2 como proteína modeladora são essenciais para a eficiente colonização dos folículos linfóides, 
durante o estabelecimento inicial da latência (painel superior). O presente trabalho teve como objectivo indentificar 
os alvos celulares adicionais de M2 e perceber de que modo, no contexto da formação de um potencial sinalossoma, 
a proteína viral consegue subverter as vias de sinalização a partir do BCR (1), de forma a promover a activação da 
célula B infectada, independentemente de estímulos externos. A possibilidade de M2 induzir um estado pró-sináptido 
que permita o recrutamento da ajuda da célula T helper (2), na ausência de antigénio específico, foi também 











 Identificação de potenciais alvos celulares 
 da proteína viral M2 
 
 








Apesar de diversos estudos independentes, previamente mencionados no capítulo 1 desta tese, terem 
demonstrado que a proteína M2 do vírus MuHV-4 desempenha um papel fundamental no 
estabelecimento inicial da latência in vivo, o mecanismo molecular utilizado por esta proteína viral para 
esse efeito não é ainda totalmente conhecido. 
 
A ORF M2 codifica uma proteína de 192 aminoácidos (Husain et al., 1999) e peso molecular de 30kDa 
(Macrae et al., 2003), que não apresenta nenhum domínio estrutural ou funcional claro, nem homologia 
com nenhuma proteína viral ou eucariótica conhecidas (Jacoby et al., 2002; Virgin et al., 1997; Virgin et 
al., 1999). Apesar disso, foi possível identificar na sua sequência primária a presença de nove regiões 
ricas em prolinas (motivos PxxP; P representa um resíduo de prolina, e x um outro resíduo de 
aminoácido qualquer) e dois potenciais locais de fosforilação (Rodrigues et al., 2006). A presença de 
motivos PxxP e de tirosinas potencialmente fosforiladas revelou-se de extrema importância uma vez que 
constituem ligandos putativos para domínios SH (Src homology) 3 e 2, respectivamente (Rodrigues et al., 
2006).  
 
Os domínios SH3 e SH2 são domínios de interacção com proteínas, constituídos por regiões 
conservadas de aproximadamente 60 e 100 resíduos de aminoácidos, respectivamente, presentes em 
várias proteínas celulares envolvidas em vias de sinalização, desempenhando desta forma um papel 
crucial em diversos processos biológicos (Mayer, 2001; Pawson, 2004). Os domínios SH3 reconhecem e 
ligam-se a regiões ricas em prolinas que possuam um motivo conservado PxxP (Mayer, 2001), enquanto 
os domínios SH2 ligam-se a resíduos de tirosinas fosforilados presentes numa sequência de 
aminoácidos consenso (Pawson, 2004). 
 
A função molecular de M2 começou recentemente a ser desvendada através da identificação de alvos 
intracelulares putativos desta proteína (Rodrigues et al., 2006). Estudos recentes realizados pelo nosso 




grupo demonstraram que a proteína M2 interage com moléculas pertencentes à família de oncoproteínas 
Vav e com Fyn, uma cinase da família Src, funcionando como uma proteína adaptadora para a formação 
in vivo de um complexo trimolecular (Rodrigues et al., 2006). Como consequência da formação deste 
complexo proteico ambas as proteínas Vav1 e M2 são fosforiladas por Fyn, o que resulta na activação 
da actividade catalítica de Vav1 (Rodrigues et al., 2006). Outro estudo recente veio aprofundar este 
conhecimento ao demonstrar que a tirosina Y120 de M2 é a tirosina principal para a formação deste 
complexo in vivo (Pires de Miranda et al., 2008), e que a integridade desta região e da região rica em 
prolinas C-terminal (ambas cruciais para a formação do complexo trimolecular) é essencial para o 
correcto estabelecimento inicial da latência no baço. Neste estudo, foi demonstrado ainda que M2 é 
capaz de promover a fosforilação de um grupo adicional de proteínas celulares independentemente da 
estimulação do BCR. Ao analisarem extractos celulares totais de células A20 transfectadas com M2 ou 
com o mutante M2Y129F, por Western-blot com um anticorpo contra resíduos de tirosina fosforilados, 
verificaram a indução da fosforilação de várias proteínas celulares com aproximadamente 52, 54, 56, 75, 
95 e 150 kDa (capítulo 1, Figura 1.9.) (Pires de Miranda et al., 2008). 
 
Em conjunto, estas observações permitem-nos sugerir que a proteína M2 pode funcionar como molécula 
adaptadora promovendo a nucleação de um complexo proteico de maiores dimensões, de forma a 
modelar as vias de sinalização celular mediadas pelo BCR e criando assim as condições adequadas ao 
estabelecimento da fase de latência do vírus em células B. Assim, para melhor compreender a sua 
função molecular propusemo-nos a identificar os alvos celulares adicionais de M2. A estratégia utilizada 
para esse objectivo consistiu na realização de experiências de precipitação com os péptidos fosforilados 
de M2, seguidas da identificação das proteínas co-precipitadas por análise proteómica Maldi-ToF. As 
experiências foram primeiramente realizadas num sistema ectópico, utilizando células COS1, e 
posteriormente num sistema mais fisiológico de células B.  
     
2.2. Resultados 
 
2.2.1. Os péptidos fosforilados de M2 interagem in vitro com as proteínas celulares Vav1, Fyn, Yes 
PLCγ2, p110, NCK1 e SHP2, em células COS1 
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O ensaio de precipitação é um método in vitro bastante utilizado para investigar a interacção física entre 
duas ou mais proteínas. Num ensaio de precipitação, uma proteína purificada ligada a uma matriz sólida 
de esferas de estreptavidina, é utilizada como isco para capturar e precipitar outra proteína com a qual 
interage, presente em extractos celulares. Este ensaio, seguido da identificação da proteína capturada 
por análise proteómica, é uma estratégia muito comum como método inicial de triagem para a 
identificação de proteínas alvo desconhecidas. 
 
Com a finalidade de identificar alvos intracelulares adicionais da proteína M2, realizaram-se experiências 
de precipitação em células de mamífero. Assim, utilizaram-se células COS1, como sistema de expressão 
ectópico, para a transfecção dos plasmídeos de expressão das proteínas Vav1 e Fyn. Uma vez que 
Vav1 e Fyn fazem parte do complexo trimolecular formado por M2, e como desconhecíamos se a 
formação prévia desse complexo seria condição essencial e obrigatória para a ligação de outras 
proteínas adicionais, as proteínas Vav1 e Fyn foram sobre-expressas em células COS1, garantindo 
assim as condições ideais para a formação do complexo.  
 
As células COS1 foram transfectadas com as combinações de plasmídeos que codificam as proteínas 
indicadas no topo da figura 2.2. Após 48 horas em cultura, as células foram lisadas e os extractos 
celulares totais foram incubados com dois péptidos fosforilados de M2 distintos – pY120 e pY129 
(representados na Figura 2.1.). Estes péptidos, desenhados no nosso laboratório por M. Pires de 
Miranda (Pires de Miranda et al., 2008), são constituídos por pequenas sequências sintéticas da proteína 
M2, tendo sido sintetizados a partir da zona da sequência genómica da proteína que abrange as duas 
tirosinas que são fosforiladas (Y120 e Y129). Cada péptido contém uma sequência de 13 aminoácidos que 
inclui uma das duas tirosinas fosforiladas, sendo biotinilados na extremidade N-terminal. A utilização dos 
péptidos fosforilados de M2 como proteína isco para o ensaio de precipitação, em vez da proteína M2 
inteira produzida em fusão com GST, deve-se ao facto de se ter demonstrado que o estado de 
fosforilação de M2 é crucial para a interacção com Vav1 e Fyn e para a montagem do complexo (Pires 
de Miranda et al., 2008; Rodrigues et al., 2006). Desta forma, ao utilizar os péptidos fosforilados, 
evitamos a ocorrência de problemas relacionados com a não fosforilação da proteína M2-GST aquando 
da sua produção em bactérias. Outra vantagem da utilização dos péptidos fosforilados, é a possibilidade 




averiguar se as duas tirosinas fosforiladas apresentam especificidades diferentes para a interacção com 
os potenciais alvos celulares de M2.   
Após a incubação com os péptidos, os precipitados foram separados electroforeticamente em gel de 
poliacrilamida. Em seguida, o gel foi corado com Sypro Ruby revelando assim as proteínas endógenas 
capazes de interagir com os péptidos fosforilados de M2 (Figura 2.2.). Por fim, as proteínas 
correspondentes às bandas de interesse foram identificadas por análise proteómica Maldi-ToF (Figura 





Figura 2.1. Representação esquemática dos péptidos fosforilados da proteína M2 utilizados neste estudo. Os 
péptidos fosforilados da proteína M2 são derivados da sequência genómica de M2. No painel superior está 
representada a região da sequência de M2 que foi usada para a construção dos péptidos (desenhados por M. Pires 
de Miranda e sintetizados pela Sigma). Esta região da proteína contém as duas tirosinas de M2 que são fosforiladas 
(Y120 e Y129). No painel inferior estão representadas as sequências de ambos os péptidos fosforilados (pY120 e 





Péptidos de M2 
Péptidos Fosforilados
pY120
Biotina -SPEENI pYETANSE -OH 13aa
pY129
Biotina -ANSEPV pYIQPIST-OH 13aa
M2Y120 
Sequência de M2:      ……..GSPEENIYETANSEPVYIQPISTRSLM…………………
M2Y129
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Os resultados obtidos através desta estratégia revelaram que os péptidos fosforilados de M2 ligam-se 
diferenciadamente a várias proteínas celulares de células COS1, sugerindo assim que as duas tirosinas 
fosforiladas têm especificidades distintas. 
O péptido pY120 ligou-se às proteínas sobre-expressas Vav1 e Fyn, mas também às proteínas 
endógenas actina β, Yes (outra cinase da família Src), proteína adaptadora NCK1 e à subunidade 
catalítica da PI3K, p110 (Figura 2.2., Pistas 1 e 2; Tabela 2.1.). A ligação do péptido à cinase Yes e a 
p110 só foi detectada quando Vav1 e Fyn não eram sobre-expressos (Figura 2.2., Pista 1). O facto de 
Fyn estar a ser sobre-expresso, e por isso presente em maior quantidade, pode fazer com que este 
compita com a cinase endógena Yes pela ligação ao péptido pY120. Também a sobre-expressão de 
Vav1 pode ser responsável pela não detecção de p85α nessas condições, uma vez que essa zona do 
gel está muito contaminada com produtos de degradação de Vav1 (Figura 2.2., Pista 2).  
A precipitação realizada com o péptido pY129 identificou a fosfolipase C-gama 1 (PLCγ1) e a fosfatase 
SHP2 como possíveis alvos intracelulares de M2 (Figura 2.2., Pistas 3 e 4; Tabela 2.1.). A ligação de M2 
a estas proteínas ocorreu independentemente da sobre-expressão de Vav1 e Fyn. Nas condições em 
que a proteína Vav1 foi sobre-expressa, o péptido pY129 precipitou ainda a proteína endógena Vav2 e 
Vav1 (Figura 2.2., Pista 4; Tabela 2.1.). 
Todos os resultados descritos foram considerados significativos de acordo com o valor Máximo Score 

























































Figura 2.2. Os péptidos fosforilados de M2 apresentam diferentes especificidades in vitro na interacção com 
várias proteínas celulares. Células COS1 foram transientemente transfectadas com combinações de plasmídeos 
que codificam as proteínas indicadas no topo da figura. Após 48 horas em cultura, as células foram lisadas, e os 
extractos celulares foram incubados, durante a noite, com 15µg de cada um dos péptidos fosforilados, pY120 (pistas 
1 e 2) ou pY129 (pistas 3 e 4). Os péptidos biotinilados foram precipitados com esferas de estreptavidina e os 
precipitados obtidos foram resolvidos por electroforese em gel de poliacrilamida. O gel foi corado com Sypro Ruby, e 
as bandas indicadas à esquerda das imagens foram identificadas por Maldi-ToF. Quando a mesma proteína foi 
identificada em mais do que uma banda na mesma pista, estas aparecem assinaladas com letras (Pista 2). +, 






Tabela 2.1. Identificação das proteínas que interagiram com os péptidos fosforilados de M2, em células COS1. As bandas indicadas na Figura 2.2. foram 
excisadas do gel, digeridas com tripsina e identificadas por análise proteómica Maldi-ToF. 
Péptido
I




Massa (Da) Máximo Score
III
 Descrição 




 PK3CB P42338 124052 243 Isoforma beta da subunidade catalítica da cinase de 3-
fosfatidilinositol  
  Yes/Fyn P07947/P39688 61145/60402 106/120 Proto-oncogene cinase de tirosinas Yes/ Proto-oncogene 
cinase de tirosinas Fyn 
       
  Actina β 
/NCK1 
P60712/P16333 42052/43066 225 Actina citoplasmática 1/ Proteína adaptadora 
citoplasmática NCK1 
 2      
  Vav1 P27870 99499 562 (a) 207 (b) 380 (c) 135 (d) Factor de troca de nucleótidos de guanina Vav1  









Proto-oncogene cinase de tirosinas Fyn 
 
  Vav1/Fyn P27870/P39688 99499/60402 263 Factor de troca de nucleótidos de guanina Vav1/ Proto-
oncogene cinase de tirosinas Fyn 
 
  Actina β 
/NCK1 
P60712/P16333 42052/43066 225 Actina citoplasmática 1/ Proteína adaptadora 
citoplasmática NCK1 
pY129 3      
  PLCγ1 P19174 149749 177 Fosfoslipase C-gama 1 
 
  SHP2 Q06124 68964 173 Fosfatase de tirosinas 11 do tipo não receptor 
 4      
  PLCγ1 P19174 149749 335 Fosfoslipase C-gama 1 
 
  Vav2/Vav1 P52735/P27870 102446/99499 245 Factor de troca de nucleótidos de guanina Vav2 e Vav1 
 
  SHP2 Q06124 68964 120 Fosfatase de tirosinas 11 do tipo não receptor 
 
IPéptidos fosforilados de M2 utilizados para a precipitação 
IINúmero de acesso da proteína conforma a base de dados Pubmed 
IIIO valor Score corresponde a -10*Log(P) em que P é a probabilidade do resultado ser aleatório. Um resultado é considerado significativo (p<0,05) quando o valor Score é superior a 59. O valor de 
máximo Score corresponde ao valor máximo obtido para cada banda analisada. 




 2.2.2. Os péptidos fosforilados de M2 interagem in vitro com várias proteínas celulares 
endógenas de linfócitos B envolvidas na sinalização a partir do BCR, tais como PLCγ2, Vav1, 
p85α, SHP2, Lyn e NCK1.    
 
Após a identificação, num sistema ectópico, de alvos intracelulares adicionais da proteína M2, decidimos 
investigar se o mesmo se verificava num contexto fisiológico mais significativo para a infecção viral – a 
célula B. Com essa finalidade, a experiência de precipitação foi repetida em linfócitos B humanos 
provenientes de um linfoma de Burkitt (células B Raji). 
 
Para a precipitação, lisados de células B Raji foram precipitados com ambos os péptidos fosforilados de 
M2, tal como anteriormente. Uma vez que as células B expressam endogenamente as proteínas Vav1 e 
Fyn, não foi necessário a sua transfecção. Neste caso incluímos na precipitação um controlo negativo 
adicional: os lisados de células B Raji foram também incubados unicamente com esferas de 
estreptavidina, sem a presença de qualquer péptido. Os precipitados foram separados 
electroforeticamente em gel de poliacrilamida, que foi em seguida corado com Sypro Ruby. As proteínas 
precipitadas correspondentes às bandas de interesse observadas no gel foram novamente identificadas 
por análise proteómica Maldi-ToF (Figura 2.3. e Tabela 2.2.).  
 
Os resultados obtidos em células B foram semelhantes aos resultados de células COS1. Mais uma vez 
os péptidos mostraram ter especificidades distintas, ligando-se a diferentes proteínas endógenas. O 
péptido pY120 ligou-se a Vav1, NCK1 e à subunidade reguladora da PI3K, p85α (Figura 2.3., Pistas 2; 
Tabela 2.2.). A não detecção de uma cinase nos precipitados com o péptido pY120 foi de certa forma 
surpreendente, uma vez que na experiência realizada em COS1 identificámos sempre uma cinase - Yes 
ou Fyn (Figura 2.1., Pistas 1 e 2; Tabela 2.1.). Para além disso, sabemos de estudos anteriores que a 
tirosina Y120 é a tirosina principal para a ligação a Fyn (Pires de Miranda et al., 2008). Este resultado 
pode ter sido devido a uma questão de sensibilidade do ensaio. Provavelmente, o número de células 
utilizado para a experiência não foi suficiente para se conseguir identificar de forma clara a presença de 
uma cinase. A zona do gel, onde as proteínas com peso molecular equivalente ao das cinases da família 
Src migram, apresenta muito ruído de fundo (Figura 2.3., comparar pistas 1,2 e 4), o que dificulta a 
identificação de bandas excisadas dessa zona do gel. Para ultrapassar este facto, é necessário que as 
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proteínas que queremos identificar estejam presentes em grande quantidade. Assim, a experiência de 
precipitação com o péptido pY120 foi repetida com o dobro do número de células utilizado na primeira 
experiência. Os resultados obtidos nesta ocasião revelaram a presença de uma das principais cinases 
em células B, Lyn, também uma cinase da família Src (Figura 2.3., Pista 4, Tabela 2.1.). Para além da 
identificação de Lyn, estes resultados consolidaram e alargaram os obtidos anteriormente para este 
péptido com metade das células, ao identificar mais uma vez a presença de p85α, NCK1, e ao identificar 
dois novos alvos – a cadeia beta-2 da tubulina e a actina citoplasmática 1 e 2 (Figura 2.3., comparar 
pistas 2 e 4; Tabela 2.1.).     
Os resultados obtidos para o péptido pY129 também estão em concordância com os resultados de 
células COS1. Mais uma vez, identificaram-se as proteínas fosfolipase C-gama 2 (PLCγ2) e a fosfatase 
SHP2 (Figura 2.3., Pista 3; Tabela 2.2.). No entanto, verificou-se que em células B, o péptido pY129 foi 
ainda capaz de precipitar a cinase 2 de focos de adesão (FAK2), p85α, e finalmente a actina 
citoplasmática 1 e 2 (Figura 2.3., Pista 3; Tabela 2.2.). 
Todos os resultados descritos foram considerados significativos de acordo com o valor Máximo Score 
obtido para cada proteína (Tabela 2.2.). 
 
O tipo de ligação envolvida neste ensaio in vitro, ligação entre um domínio SH2 e uma tirosina 
fosforilada, tem por definição um elevado nível de promiscuidade inerente. No entanto, o facto de os dois 
péptidos apresentarem especificidades diferentes e de os resultados em duas linhas celulares distintas, 






















































Figura 2.3. Os péptidos fosforilados de M2 apresentam diferentes especificidades in vitro na interacção com 
proteínas endógenas de células B. Lisados celulares totais de células Raji (108 células, pistas 1 a 3, ou 2x108 
células, pista 4) foram incubados durante a noite, com 15µg de cada um dos péptidos fosforilados, pY120 (pista 2) 
ou pY129 (pistas 3 e 4). Após a incubação, os péptidos biotinilados foram precipitados com esferas de estreptavidina 
e os precipitados foram separados por electroforese em gel de poliacrilamida. O gel foi corado com Sypro Ruby e as 
bandas indicadas à esquerda das imagens foram identificadas por Maldi-ToF. As bandas assinaladas com (*) foram 
enviadas para análise, não se tendo obtido no entanto qualquer resultado significativo. Como controlo da 
experiência, os lisados foram também incubados só com esferas de estreptavidina, sem a adição prévia dos 
péptidos (pista 1). Quando a mesma proteína foi identificada em mais do que uma banda na mesma pista, estas 





Tabela 2.2. Identificação das proteínas que interagiram com os péptidos fosforilados de M2, em células B. As bandas indicadas na Figura 2.3. foram 
excisadas do gel, digeridas com tripsina e identificadas por análise proteómica Maldi-ToF. 
Péptido
I




Massa (Da) Máximo Score
III
 Descrição 
pY120 2      
 
 




 p85α P27986 83888 86 Subunidade reguladora alfa da cinase de 3-fosfatidilinositol 
 
  NCK1 P16333 43066 216 Proteína adaptadora citoplasmática NCK1 
pY129 3      
  PLCγ2 P16885 149041 126 (a) 122 (b) Fosfoslipase C-gamma 2 
 
  PLCγ2/FAK2 P16885/Q14289 149041/117112 203 Fosfoslipase C-gamma 2/ Cinase 2 de focus de adesão 
 
  p85α P27986 83888 108 Subunidade reguladora alfa da cinase de 3-fosfatidilinositol  









Fosfatase de tirosinas 11 do tipo não receptor 
   








Actina citoplasmática 1/ Actina citoplasmática 2 
pY120 4      
  p85α P27986 83888 184 Subunidade reguladora alfa da cinase de 3-fosfatidilinositol 
       
  Lyn P07948 58862 215 Proto-oncogene cinase de tirosinas Lyn 
 
  Tubulina β  P07437 50095 72 Cadeia 2-beta da tubulina 
 
  NCK1 P16333 43066 173 Proteína adaptadora citoplasmática NCK1 
 
  Actina β/γ  P60709/P63261 42052/42108 229 Actina citoplasmática 1/ Actina citoplasmática 2 
 
IPéptidos fosforilados de M2 utilizados para a precipitação. 
IINúmero de acesso da proteína conforme base de dados Pubmed.  
IIIO valor Score corresponde a -10*Log(P) em que P é a probabilidade do resultado ser aleatório. Um resultado é considerado significativo (p<0,05) quando o valor Score é superior a 54. O valor de 
máximo Score corresponde ao valor máximo obtido para cada banda analisada. 




2.2.3. Interacção directa entre os péptidos fosforilados de M2 e os alvos celulares identificados 
por Maldi-ToF  
 
A utilização de técnicas de precipitação combinadas com técnicas de proteómica para o estudo da 
interacção entre proteínas e identificação de proteínas desconhecidas é uma ferramenta extremamente 
útil. No entanto, esta estratégia apresenta como grande limitação a ocorrência de muitos resultados falso 
positivos. Estes podem ser devidos às condições em que decorre a experiência ou a artefactos da 
própria técnica. Por essa razão os resultados obtidos têm de ser analisados com muita prudência e 
requerem confirmação por outras técnicas de biologia molecular.  
 
Os resultados obtidos em células COS1 e células B confirmam a existência de outros alvos intracelulares 
da proteína M2. Como expectável, todas as proteínas identificadas, com a excepção da actina e da 
tubulina que constituem provavelmente ligações inespecíficas, contêm domínios SH2 de ligação a 
tirosinas fosforiladas (Figura 2.4. A). Para além dos domínios SH2, a maior parte das proteínas contém 
também domínios SH3, à excepção da fosfatase SHP2 que só contém dois domínios SH2 (Figura 2.4. 
A). Conforme descrito anteriormente, estes domínios estão envolvidos na interacção entre proteínas, 
podendo dar-se o caso de algumas delas não estarem a interagir directamente com os péptidos 
fosforilados de M2, mas sim com outras proteínas que fossem realmente os alvos intracelulares destes 
péptidos. Desta forma, a interacção dessas proteínas com M2 não seria directa mas sim indirecta, 
constituindo um resultado falso positivo. 
 
Assim, com o objectivo de confirmar a interacção directa entre os péptidos e as proteínas identificadas, 
os domínios SH2 das proteínas PLCγ2, p85α, Lyn e SHP2 foram expressos em fusão com GST. Os 
domínios SH2 de Vav1 (aa 655-774), Fyn (aa 145-247) e NCK1 (aa 281-377) em fusão com GST já 
existiam no nosso laboratório, tendo sido produzidos por M. Pires de Miranda. Sempre que as proteínas 
tinham mais do que um domínio SH2, estes foram expressos independentemente e identificados com “N” 
ou “C” conforme representem o domínio SH2 mais N-terminal ou C-terminal da proteína, 
respectivamente (Figura 2.4. A). Os diferentes domínios SH2-GST foram incubados independentemente, 
durante a noite, com cada um dos péptidos fosforilados de M2 – pY120 (Figura 2.4. B, painel superior) 
ou pY129 (Figura 2.4. B, segundo painel), e em seguida precipitadas pela adição de esferas de 
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estreptavidina. Os precipitados foram separados por electroforese em gel de poliacrilamida e a presença 
das proteínas de fusão foi detectada por Western-blot com um anticorpo contra GST. De forma a garantir 
que a mesma quantidade de cada uma das proteínas foi utilizada na experiência, alíquotas 
representativas de cada uma das proteínas de fusão foram separadas electroforeticamente e detectadas 
com o mesmo anticorpo contra GST (Figura 2.4. B, último painel - Input).  
A intensidade das bandas correspondentes aos domínios SH2-GST que interagiram com os péptidos 
fosforilados de M2 foi quantificada através do programa ImageJ, tendo sido depois normalizada para a 
quantidade total de proteína com a qual os péptidos foram incubados. No gráfico da Figura 2.4. C estão 
representadas as diferenças na capacidade de ligação dos diferentes domínios SH2 para os péptidos 
pY120 e pY129, em relação ao controlo de ligação constituído pela proteína GST, reflectindo as 
diferenças observadas na Figura 2.4. B.  
Os resultados obtidos confirmam que a ligação dos péptidos fosforilados de M2 às proteínas 
identificadas é directa e não um resultado falso-positivo ou um artefacto da técnica. Para além disso, 
estes resultados demonstram ainda que os dois péptidos têm efectivamente especificidades diferentes, 
ligando-se de forma distinta aos domínios SH2 das proteínas recombinantes. O péptido pY120 interage 
com grande eficiência com os domínios SH2 C das proteínas PLCγ2 e p85α, e com eficiência reduzida 
com o domínio SH2 C de SHP2, não se observando qualquer ligação aos domínios SH2 N das referidas 
proteínas (Figura 2.4. B, painel superior, comparar pistas 3, 5 e 7 com pistas 2, 4 e 6; Figura 2.4. C). 
Verificou-se ainda que este péptido interage de forma bastante eficiente com os domínios SH2 das 
proteínas NCK1, Lyn e Fyn, e de forma mais fraca com o domínio SH2 de Vav1 (Figura 2.4. B, painel 
superior, pistas 8 a 11; Figura 2.4. C). A ligação de pY120 às proteínas Fyn e Vav1 era espectável e veio 
corroborar os resultados publicados sobre a formação do complexo trimolecular com M2 (Pires de 
Miranda et al., 2008).  
O péptido pY129 conseguiu interagir directamente com todos os domínios SH2 expressos, embora a 
eficiência das interacções fosse bastante variável (Figura 2.4. B, segundo painel; Figura 2.4. C). A maior 
capacidade de ligação deste péptido foi para os domínios SH2 C de p85α e PLCγ2, para o domínio SH2 
N de SHP2 e para o domínio SH2 de Fyn (Figura 2.4. B, segundo painel, pistas 5 e 10; Figura 2.4. C), 
sendo a eficiência de ligação para o domínio SH2 N de p85α e domínio SH2 de Lyn, considerada 
intermédia (Figura 2.4. B, segundo painel, pistas 3, 4, 6 e 9; Figura 2.4. C). Por fim, os domínios SH2 de 
NCK1 e Vav1 ligam-se com uma eficiência mais fraca a pY129, enquanto a capacidade de ligação para 




os domínios SH2 N de PLCγ2 e SH2 C de SHP2 é muito reduzida (Figura 2.4. B, segundo painel, pistas 







































































































































































































SHP2 SH2 (C) SH2 (N) Domínio Fosfatásico




PLCγ1/2 X YPH PH/ SH2 (N) SH2 (C) PH/SH3EF C2
Vav1 ZFPH SH2SH3CH SH3GEF
 
Figura 2.4. Os diferentes domínios SH2 ligam-se a cada um dos péptidos fosforilados de M2 com diferentes 
especificidades. Ver legenda na página seguinte. 
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Figura 2.4. Os diferentes domínios SH2 ligam-se a cada um dos péptidos fosforilados de M2 com diferentes 
especificidades. (A) Representação esquemática dos domínios estruturais e funcionais das proteínas identificadas 
capazes de interagir com M2. O domínio de homologia com plecstrina (PH) desempenha um papel importante no 
recrutamento de proteínas para a membrana plasmática, uma vez que interage com fosfolípidos, tais como PIP2 e 
PIP3, e com as subunidades βγ de proteínas G heterodiméricas. O domínio Elongation Factor-hand (EF) é um 
domínio estrutural hélice-volta-hélice de ligação ao cálcio, muito comum em famílias de proteínas de ligação a este 
ião, tais como a calmodulina. O domínio C2 é um domínio estrutural de ligação a fosfolípidos direccionando assim as 
proteínas para a membrana. X e Y representam duas regiões do domínio catalítico de PLCγ2. Os domínios SH2 e 
SH3 são domínios de ligação a proteínas envolvidas em transdução de sinal. O domínio SH2 interage com resíduos 
de tirosina fosforilados, enquanto o domínio SH3 interage com motivos PxxP. O domínio de homologia com 
calponina (CH) está envolvido na regulação da actividade enzimática das proteínas e também na mobilização do 
cálcio intracelular. O domínio de troca de nucleótidos de guanina (GEF) é responsável pela remoção do GDP das 
GTPases. O domínio de dedo de zinco (ZF) é uma região rica em resíduos de cisteína com função ainda largamente 
desconhecida. O domínio de homologia a uma porção da proteína Bcr (breakpoint cluster region) - BH, e o domínio 
de ligação a p110 (p110BD) de p85α são responsáveis pela sua interacção com CDC42 e Rac, e p110, 
respectivamente. O domínio fosfatásico de SHP2 é o responsável pela sua actividade fosfatásica e finalmente o 
domínio catalítico de Lyn, Fyn e Yes é o responsável pela actividade cinásica destas proteínas. (N), domínio SH2 N-
terminal; (C), domínio SH2 C-terminal. (B) Os péptidos fosforilados de M2, pY120 ou pY129, foram incubados 
durante a noite com cada um dos domínios SH2 recombinantes, em fusão com GST, previamente expressos e 
purificados em E. coli (indicados no topo da figura). Como controlo de ligação, os péptidos foram também incubados 
com proteína GST (pista 1). Após a incubação, os péptidos biotinilados foram precipitados com esferas de 
estreptavidina e os precipitados foram separados por electroforese em gel de poliacrilamida. Os domínios que 
interagiram com os péptidos foram identificados por Western-blot com um anticorpo anti-GST (direita dos painéis). 
Para demonstrar que os péptidos foram incubados com a mesma quantidade de proteína recombinante, alíquotas 
representativas das proteínas em fusão com GST (input) foram analisadas por Western-blot com um anticorpo anti-
GST (direita dos painéis). N, Domínio SH2 N-terminal das proteínas representadas; C, Domínio SH2 C-terminal das 
proteínas representadas; kDa, kilodaltons; WB, Western-blot. (C) Quantificação da eficiência de ligação dos 
diferentes domínios SH2 para os péptidos fosforilados de M2, pY120 e pY129. A intensidade das bandas da Figura 
2.4., B, correspondentes aos domínios SH2-GST que interagiram com os péptidos pY120 (cinzento claro) e pY129 
(cinzento escuro), foi quantificada utilizando o programa ImageJ. As intensidades foram normalizadas para a 
quantidade total de proteína com a qual os péptidos foram incubados. O gráfico mostra as diferenças na capacidade 
de ligação dos diferentes domínios SH2 aos péptidos fosforilados de M2, em relação ao controlo de ligação 
constituído pela proteína GST.     
 
A afinidade dos domínios SH2 mencionados anteriormente para os péptidos pY120 e p129 foi 
quantificada com o sistema BIAcore 2000 (GE Healthcare) (ensaio realizado por M. Pires de Miranda 
com a colaboração de C. McVey, ITQB, Oeiras). Este sistema utiliza o fenómeno natural da ressonância 
plasmónica de superfície para detectar interacções moleculares em tempo real, sendo possível investigar 
os perfis de reconhecimento, ligação e dissociação entre duas moléculas. Estes perfis são 
especialmente informativos uma vez que permitem a determinação de vários parâmetros biológicos tais 
como a concentração de uma amostra, e a especificidade, afinidade e cinética da interacção molecular. 




Os domínios SH2 N de PLCγ2 e de p85α, e o domínio SH2 C de SHP2 que não interagem ou interagem 
fracamente os péptidos, não foram incluídos nestes ensaios. 
  
Os péptidos biotinilados e fosforilados de M2 foram imobilizados num chip sensor revestido a 
estreptavidina (sensorchip SA, GE Healthcare). Os domínios SH2 foram expressos em fusão com GST, 
a qual foi clivada enzimaticamente de modo a evitar efeitos de avidez devido à dimerização desta 
proteína. Em seguida, os domínios SH2 clivados foram purificados por cromatografia de exclusão de 
tamanho, e a fracção monomérica foi utilizada nas experiências de BIAcore. Concentrações entre 128 
µM e 31.25 nM de cada um dos domínios SH2, foram injectadas, durante 1 a 3 minutos, através de 
células controlo (sem péptidos imobilizados) ou de células contendo pY120 ou pY129. A quantidade de 
domínio SH2 ligado a cada um dos péptidos, para cada concentração, corresponde à diferença entre o 
sinal obtido nas células contendo os péptidos e as células controlo, no equilíbrio. As constantes de 
dissociação no equilíbrio (KD) (Tabela 2.3) foram determinadas através da aplicação de um modelo de 
curva não linear à data experimental, assumindo uma ligação de 1:1 entre os domínios SH2 e cada um 
dos péptidos. O valor KD é inversamente proporcional à afinidade, ou seja, quanto maior o valor, menor a 
afinidade do domínio SH2 para o péptido, e vice-versa. 
 
As afinidades determinadas estão dentro do leque de afinidades descrito para ligações entre domínios 
SH2 e motivos contendo tirosinas fosforiladas (de 100 nM a 10µM) (Ladbury et al., 1995). Os domínios 
SH2 de Vav1, NCK1, e das cinases Fyn e Lyn, ligaram-se preferencialmente a pY120 com afinidade forte 
a moderada (KD 118 nM a ~5 µM) e de forma muito mais fraca a pY129 (KD 1 a 17 µM). Estes resultados 
explicam porque é que com concentrações baixas de proteína, tais como as existentes em extractos 
celulares, só detectámos a associação das proteínas inteiras com o péptido pY120 (Figuras 2.2. e 2.3.). 
O domínio SH2 C de p85α ligou-se com equivalente afinidade (KD na ordem dos 2-3 µM) a ambos os 
péptidos. O domínio SH2 N de SHP2 ligou-se quase exclusivamente a pY129 embora de forma fraca (KD 
= 12.279 µM). Finalmente, o domínio SH2 C de PLCγ2 ligou-se com forte afinidade (KD = 179 nM) a 
pY129 e, surpreendentemente, com uma afinidade semelhante embora um pouco mais fraca a pY120 
(KD = 252 nM).  
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As afinidades obtidas são concordantes, de um modo geral, com os resultados obtidos na experiência de 
interacção directa. As diferenças observadas são relativas ao domínio SH2 C de PLCγ2, que na 
experiência de precipitação se ligou com maior eficiência do que o domínio SH2 de Fyn a pY120, e o 
domínio SH2 C de p85α, que igualmente nessa experiência se ligou melhor do que os domínios SH2 de 
Lyn e de NCK1 a pY120. Finalmente, também o domínio SH2 N de SHP2 parecia interagir com bastante 
eficiência com pY129, apesar de na experiência de BIAcore a sua afinidade para este péptido ser baixa.  
A experiência de interacção directa é útil para verificar se as proteínas interagem com os péptidos, no 
entanto, não permite medir afinidades. Adicionalmente, o sistema BIAcore é bastante mais sensível, o 
que pode de certa forma justificar as divergências observadas. 
 
Estes resultados confirmam assim que os dois motivos fosforilados em resíduos de tirosina de M2 
constituem locais de ligação de domínios SH2 presentes em proteínas celulares envolvidas em 
transdução de sinais a partir do BCR. A ligação aos dois motivos tem especificidades e afinidades 
diferentes. 
 
Tabela 2.3. Afinidade dos diferentes domínios SH2 para os péptidos fosforilados de M2, pY120 e pY129.   


















Fyn 0,118 0,113 – 0,123 3 1,084 1,056 – 1,112 2 
PLCγ2 C 0,252 0,232 – 0,273 2 0,179 0,165 – 0,192 2 
Lyn 0,796 0,627 – 0,911 3 3,821 - 1 
NCK1 0,887 0,782 – 0,981 4 6,048 5,140 - 6,555 3 
p85α C 2,471 2,464 - 2,477 2 2,663 2,438 - 2,887 2 
Vav1 5,412 4,950 - 6,838 4 17,166 15,565- 18,829 3 
SHP2 N n.d. n.d. 2 12,279 12,164 - 12,394 2 
N, Domínio SH2 N-terminal; C, Domínio SH2 C-terminal; n.d., não determinado; n, número de experiências realizadas. 
aA pureza dos domínios SH2 é superior a 98% (determinada por SDS-PAGE e coloração de Coomassie). 












A realização de experiências de precipitação seguidas de identificação das bandas seleccionadas por 
análise proteómica Maldi-ToF teve como objectivo investigar a existência de potenciais alvos celulares 
adicionais da proteína viral M2. 
A investigação da interacção de M2 com outras proteínas celulares para além de Vav1 e Fyn surgiu de 
anteriores observações no nosso laboratório. Ao rastrear uma colecção de domínios SH3, utilizando 
como sonda a proteína de fusão M2-GST, constatou-se que M2 era capaz de se ligar a um conjunto 
significativo de proteínas, nomeadamente, a proteínas associadas ao citosqueleto e envolvidas em 
sinalização celular (Rodrigues et al., 2006). Mais recentemente, observou-se que M2 promovia a 
fosforilação, independente do BCR, de um grupo de proteínas endógenas de células B (Pires de Miranda 
et al., 2008).         
Com o intuito de responder a essa questão, utilizaram-se dois sistemas celulares de proveniências 
diferentes para a realização das nossas experiências, as células COS1 e as células B Raji. Os 
resultados obtidos em ambas as linhas celulares vieram confirmar as indicações iniciais de que M2 utiliza 
outros alvos celulares, alargando desta forma a gama de processos celulares em que pode participar 
enquanto proteína adaptadora. Mais, verificou-se que cada uma das tirosinas fosforiladas de M2 
constituem uma região de interação independente e específica para as proteínas celulares identificadas: 
Y120 interagiu com Vav1/2, Fyn/Yes, Lyn, e NCK1, enquanto Y129 interagiu com PLCγ1/2 e SHP2. Ambos 
os motivos interagiram ainda de igual modo com p85α.      
 
A comparação dos resultados obtidos através das experiências de precipitação realizadas em células 
COS1 e células B, com os resultados obtidos nas experiências de interacção directa e por BIAcore 
revelou, contudo, a existência de algumas divergências. Enquanto, nas experiências de precipitação as 
proteínas PLCγ2 e SHP2 só foram precipitadas com o péptido pY129, nas experiências de interacção 
directa os domínios SH2 das proteínas interagiram com ambos os péptidos. Também por BIAcore foi 
possível verificar que o domínio SH2 C de PLCγ2 interage com os dois péptidos fosforilados de M2, com 
afinidades semelhantes. Assim, seria expectável observar a precipitação de PLCγ2 com o péptido pY120 
nas experiências de precipitação em células COS1 e células B, o que não se verificou. É possível que a 
associação de PLCγ2 com o pY129 tenha sido favorecida por interações indirectas ou que, no contexto 
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da proteína inteira, a afinidade do seu domínio SH2 C para este péptido seja superior à do domínio 
isolado. As experiências de interacção directa revelaram ainda que as duas tirosinas fosforiladas de M2 
apresentam algumas especificidades sobreponíveis. Enquanto nas experiências de precipitação em 
células B, as cinases Fyn e Lyn, e as proteínas Vav1 e NCK1 só foram precipitadas com o péptido 
pY120, nas experiências de interacção directa e BIAcore o péptido pY129 interagiu com os domínios 
SH2 de todas estas proteínas, embora com afinidades cerca de 3 a 9 vezes mais reduzidas.   
 
Mais uma vez é preciso contenção na análise destes resultados. Há que ter presente que enquanto nas 
experiências de precipitação estamos a trabalhar com lisados celulares onde as proteínas celulares 
endógenas estão presentes em quantidades fisiologicamente normais e na sua forma inteira, nas 
experiências de interacção directa e de BIAcore estamos a trabalhar com quantidades definidas 
diferentes das fisiológicas e somente com os domínios purificados dessas proteínas, facilitando assim a 
ligação dos domínios aos péptidos. Ao não trabalharmos com a proteína inteira podemos estar a passar 
por cima de constrangimentos estruturais que numa situação normal impediriam a ligação das proteínas 
aos péptidos. Para além disso, num ambiente celular normal, estão presentes várias proteínas celulares 
em quantidades capazes de impedir ou competir com outras proteínas pela ligação aos péptidos. Por 
estas razões, os resultados das experiências de interacção directa poderão parecer mais promíscuos 
que os resultados das experiências de precipitação. No entanto, tal como nestas últimas, também nas 
experiências de interacção directa e de BIAcore, os dois péptidos apresentaram especificidades 
diferentes e afinidades variadas e, salvo algumas excepções, estão de acordo com os resultados da 
análise Maldi-Tof descritos neste capítulo, o que atesta a validade das interacções relatadas.  
 
Em suma, neste trabalho demonstrou-se que as tirosinas fosforiladas de M2 (Y120 e Y129) interagem 
directa e especificamente in vitro com os domínios SH2 de várias proteínas celulares, tais como: PLCγ2, 
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No capítulo anterior confirmámos a existência de alvos celulares adicionais da proteína viral M2 através 
da utilização de técnicas in vitro. Como tal, devido às fragilidades intrínsecas a este tipo de 
procedimentos, os resultados observados necessitam de ser validados por metodologias in vivo. 
Para comprovar bioquimicamente a existência de interacções in vivo entre M2 e cada uma das proteínas 
identificadas, procedeu-se à realização de experiências de co-imunoprecipitação. Estas foram realizadas 
primeiro em células COS1 e, em seguida, em células A20, uma linha celular de linfócitos B proveniente 
de um tumor de ratinho da estirpe Balb/c, e que constitui um sistema fisiologicamente mais significativo 
para o vírus.  
Mais ainda, com o objectivo de avaliar a contribuição da região rica em prolinas C-terminal e das 
tirosinas fosforiladas de M2, previamente demonstradas como essenciais na associação a Vav1 e Fyn 
(Pires de Miranda et al., 2008; Rodrigues et al., 2006), para a ligação aos novos parceiros celulares, 
incluíram-se nas experiências de co-imunoprecipitação versões da proteína M2 em que estes motivos 
foram mutados (mutantes M2P2, M2Y, M2Y120F e M2Y129F). O mutante M2P2 contém os resíduos de 
prolina 158, 160, 163 e 167 mutados para alaninas, desta forma provocando a disrupção dos três 
motivos PxxP C-terminais. O mutante M2Y tem as tirosinas Y120 e Y129 mutadas para fenilalaninas, e os 
mutantes M2Y120F e M2Y129F têm somente uma das tirosinas, Y120 ou Y129 respectivamente, mutada 
para fenilalanina. 
 
Ao analisar os alvos celulares de M2, constatámos que todos eles estão envolvidos em sinalização 
celular, desempenhando funções cruciais na transdução de sinais a partir do BCR.  
Como referido no capítulo 1 desta tese, após a estimulação do BCR, as cinases da família das Src, como 
Fyn e Lyn, fosforilam os resíduos de tirosina dos ITAMs do receptor, o que por sua vez, leva ao 
recrutamento e fosforilação de diversas proteínas com um papel importante em sinalização celular. Tal, 
leva à formação de um complexo multiproteico estável de sinalização, designado por sinalossoma que 




inclui, entre outras proteínas, as por nós identificadas (Vav1, PLCγ2, PI3K, Fyn e Lyn) e que resulta, por 
fim, na activação destas. Consequentemente, inicia-se a transmissão de uma série de sinais 
intracelulares que culminam em respostas biológicas essenciais para diversos processos em células B 
(Kurosaki, 2002; Kurosaki and Hikida, 2009; Wang and Clark, 2003).    
Esta observação sugere que M2 pode estar a actuar como proteína adaptadora para, através do 
recrutamento dos seus parceiros celulares, promover a formação de um complexo multiproteico 
equivalente ao sinalossoma de células B, independentemente da estimulação do BCR. Através deste 
potencial sinalossoma, M2 poderá modelar as vias de sinalização celular envolvidas de forma a controlar 
a célula infectada, auxiliando assim o estabelecimento da fase de latência do vírus.    
 
As proteínas adaptadoras constituem uma classe de proteínas sem actividade enzimática que 
desempenha um papel crucial na coordenação e integração das várias cascatas de transdução de sinais, 
garantindo assim uma resposta celular apropriada e específica, a diferentes estímulos externos (Flynn, 
2001). Uma característica comum deste grupo de proteínas é a presença na sua estrutura de domínios 
de interacção proteína-proteína, ou proteína-lípidos, tais como motivos SH2, SH3 e PH, através dos 
quais estabelecem redes de interacções proteicas e facilitam a nucleação de complexos de sinalização 
celular. As proteínas adaptadoras são ainda essenciais para controlar a localização dos seus parceiros 
nos locais subcelulares apropriados para o desempenho das respectivas funções moleculares (Kurosaki, 
2002). De referir que M2, apesar de não possuir nenhum destes domínios, apresenta na sua sequência 
primária outros motivos de interacção entre proteínas, através dos quais poderá ligar-se a mais do que 
uma proteína celular em simultâneo, e assim, funcionar como proteína adaptadora.    
 
Evidências experimentais de estudos realizados com outros gamaherpesvírus, reforçam a ideia de que 
M2 nucleia a formação de um sinalossoma, uma vez que demonstraram a existência de outras proteínas 
virais capazes de o fazer, tal como a proteína K1 do KSHV (Lee et al., 2005).  
A capacidade de M2 promover a aglomeração das proteínas por nós identificadas num sinalossoma foi 
também investigada através da realização de experiências de co-imunoprecipitação. A proteína viral 
selvagem, ou os seus mutantes, foi expressa em células B A20, e os seus parceiros celulares 
endógenos foram imunoprecipitados um a um. A existência de um complexo multiproteico foi depois 
atestada, através da detecção por Western-blot, da co-imunoprecipitação das restantes proteínas.  
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Neste capítulo de resultados pretendemos ainda averiguar de que forma, no contexto do hipotético 
sinalossoma, M2 regula as vias de transdução de sinais controladas pelas proteínas envolvidas. A 
capacidade de M2 modelar uma via de sinalização celular, nomeadamente, a via controlada pelo factor 
de troca de nucleótidos Vav1 foi demonstrada previamente (Rodrigues et al., 2006). A presença da 
proteína M2 estimula a fosforilação de Vav1 no resíduo regulador Y174, o que resulta na activação da sua 
actividade catalítica sobre Rac1 (Rodrigues et al., 2006). Outras vias de sinalização celular importantes 
no contexto de activação de células B maduras, activadas como resposta à ligação do antigénio ao BCR 
e que poderão ser modeladas pela proteína viral, são as vias reguladas pela PLCγ2, PI3K e MAPKs. O 
papel de M2 na modulação destas vias foi avaliado através da análise do estado de activação de 
determinadas proteínas chave que correspondem a algumas das suas moléculas efectoras, tais como as 




3.2.1. Interacção in vivo de M2 com os novos alvos celulares, em células COS1 
 
A ligação in vivo de M2 aos alvos celulares identificados no capítulo anterior foi confirmada 
bioquimicamente por técnicas de co-imunoprecipitação, em células de mamífero.  
A técnica de co-imunoprecipitação é uma técnica poderosa, regularmente utilizada para a análise e 
identificação de interacções entre proteínas, no seu contexto celular de interacção. Através da utilização 
de um anticorpo específico, acoplado a uma matriz sólida, a proteína de interesse é isolada de uma 
mistura complexa de extractos celulares. Consequentemente, todas as proteínas que estabeleçam 
interacções fortes, de elevada afinidade, com a proteína de interesse são também co-imunoprecipitadas, 
sendo em seguida facilmente detectadas através da análise dos imunoprecipitados por Western-blot. 
Desta forma, é-nos possível confirmar a existência de interacções in vivo entre a proteína viral em estudo 
e os potenciais alvos celulares.    
 
A capacidade de as proteínas M2 se ligarem individualmente a cada um dos novos alvos celulares 
(PLCγ2, p85α, SHP2, Lyn e NCK1) foi investigada primeiramente em células COS1. Com esse fim, as 
células foram transfectadas com as diferentes combinações de plasmídeos que codificam as proteínas 




cujas interacções se pretendem confirmar (Figura Suplementar 1, indicado no topo da figuras). Após 48 
horas em cultura, as células foram lisadas e a proteína M2, ou as suas versões mutadas, foi 
imunoprecipitada com um soro policlonal anti-M2. Sempre que possível, ou em alternativa, a 
imunoprecipitação foi também realizada com um anticorpo contra o parceiro celular cuja existência de 
interacção estava sob investigação. Devido a dificuldades técnicas que se prendem com a falta de 
anticorpos específicos adequados ou com a qualidade destes, nem sempre foi possível efectuar as 
imunoprecipitações de ambas as maneiras. Os imunoprecipitados resultantes foram separados por SDS-
PAGE, e a presença de interacções proteicas foi analisada por Western-blot, com os anticorpos 
apropriados dirigidos contra as proteínas, ou contra o epitopo com o qual estivessem em fusão, 
indicados nas respectivas figuras (Figura Suplementar 1, A a F), à direita dos painéis. 
 
Os resultados das interacções, obtidos nas experiências de co-imunoprecipitação, encontram-se 
demonstrados de forma detalhada na Figura Suplementar 1, em anexo. No entanto, para facilitar a sua 
interpretação, estes foram sumarizados na Tabela 3.1.  
   
Tabela 3.1. Interacção in vivo de M2 com os novos alvos celulares, em células COS1. 
 Proteína co-imunoprecipitada    
Proteína 
imunoprecipitada 
M2 M2Y M2Y120F M2Y129F M2P2 Lyn p85α  
M2 n.a n.a n.a n.a n.a +++ (P) ++ (P) 
M2Y n.a n.a n.a n.a n.a - - 
M2Y120F n.a n.a n.a n.a n.a +/- (P) + (P) 
M2Y129F n.a n.a n.a n.a n.a +++ (P) ++ (P) 
M2P2 n.a n.a n.a n.a n.a +/- (P) - 
NCK1 +++ - +++ +++ +++ n.a n.a 
SHP2 +++ +++ +++ +++ +++ n.a n.a 
PLCγ2 +++ (P) +/- + (P) ++ (P) + (P) n.a n.a 
p85α +++ (P) - - +++ (P) - n.a n.a 
+++, co-imunoprecipiração (co-ip) forte; ++, co-ip boa; +, co-ip razoável; +/-, co-ip muito fraca; -, não co-
imunoprecipita; (P), proteína fosforilada; n.a, não aplicável.  
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A interacção entre M2 e Lyn foi investigada através da imunoprecipitação da proteína viral e não da 
proteína celular, pois M2 liga-se inespecificamente ao anticorpo anti-Lyn. Para além dos resultados 
indicados na Tabela 3.1., a análise destes imunoprecipitados com um anticorpo contra resíduos de 
tirosina fosforilados (pTyr) revelou ainda que a interacção com a cinase promove a fosforilação da 
proteína viral. Como tal, as proteínas M2 e M2Y129F, e de forma um pouco mais fraca a proteína 
M2Y120F, também se encontram fosforiladas em resíduos de tirosina (Figura Suplementar 1, A, painel 
superior, pistas 3, 5 e 6).  
 
Em relação à interacção entre a proteína viral e as proteínas NCK1 ou SHP2, a análise dos respectivos 
imunoprecipitados com um anticorpo anti-pTyr não revelou a presença de nenhuma proteína fosforilada 
específica (resultado não apresentado). Apesar de não se observarem diferenças na capacidade de 
SHP2 em co-imunoprecipitar a proteína M2 selvagem, ou qualquer uma das suas formas mutadas, esta 
interacção é específica, já que M2 não é detectado nos imunoprecipitados na ausência de SHP2 (Figura 
Suplementar 1, C, painel superior, pista 1).  
 
No estudo da interacção entre M2 e p85α observou-se ainda que a imunoprecipitação conjunta destas 
proteínas necessita da co-expressão da cinase Fyn (Figura Suplementar 1, D e E). Adicionalmente, 
constatou-se que quando p85α, Fyn, e M2 ou o mutante M2Y129F, são co-expressos, as três proteínas 
co-imunoprecipitam num complexo trimolecular (Figura Suplementar 1, D, 4º a 6º painéis, pistas 4 e 7), e 
que, nestas condições, as proteínas encontram-se fosforiladas em resíduos de tirosinas (Figura 
Suplementar 1, D, 1º a 3º painéis, pistas 4 e 7). Verifica-se ainda que a sobre-expressão de Fyn é 
responsável pela fosforilação de p85α, independentemente da presença da proteína viral e da formação 
do complexo multiproteico (Figura Suplementar 1, painel superior, D). Apesar disso, a capacidade de Fyn 
co-imunoprecipitar sozinho com p85α, na ausência de M2, ou aquando da expressão dos mutantes M2Y 
e M2Y120F, é praticamente nula (Figura Suplementar 1, D, 4º painel, pistas 2, 5 e 6). Estes resultados 
foram complementados pela realização da imunoprecipitação reversa anti-M2, sendo que os resultados 
obtidos foram semelhantes aos da imunoprecipitação anti-p85α, com a excepção de que foi observada a 
interacção, de forma fraca, entre p85α e o mutante M2Y120F (Tabela 3.1., Figura Suplementar 1, E, 2º 
painel, pista 6). Neste caso, verificou-se ainda que Fyn para além de se ligar muito eficientemente à 
forma selvagem de M2 e ao mutante M2Y129F, também interage de maneira mais fraca, com o mutante 




M2Y120F, e residualmente com M2Y e M2P2 (Figura Suplementar 1, E, 3º painel, pistas 4 a 8). Mais 
uma vez, constatou-se que quando p85α, Fyn, e M2 ou o mutante M2Y129F, ou ainda neste caso, 
M2Y120F, são co-expressas, as três proteínas co-imunoprecipitam num complexo proteico (Figura 
Suplementar 1, E, 2º a 4º painéis, pistas 4, 6 e 7), e que nesse contexto apresentam-se também 
fosforiladas em resíduos de tirosina (Figura Suplementar 1, E, painel superior, pistas 4, 6 e 7). 
 
Os resultados obtidos para a interacção entre PLCγ2 e a proteína viral demonstram também que esta é 
independente da presença de Fyn (Figura Suplementar 1, F, pista 2). No entanto, aquando da expressão 
da cinase, a capacidade de M2 em co-imunoprecipitar com PLCγ2 é muito superior (Figura Suplementar 
1, F, 3º painel, pista 3). Por essa razão, a interacção entre as diversas formas mutadas de M2 e PLCγ2 
foi investigada na presença de Fyn. Adicionalmente, observou-se que à semelhança do que acontece na 
interacção com p85α, também aqui a sobre-expressão de Fyn, resulta num aumento da fosforilação de 
PLCγ2 em relação aos níveis basais (Figura Suplementar 1, F, painel superior, comparar todas as pistas 
com pista 2), e na fosforilação de M2, M2Y129F e, em menor escala, de M2Y120F e M2P2 (Figura 
Suplementar 1, F, painel superior, pistas 3, 5, 6 e 7). Por fim, quando PLCγ2, Fyn e M2, ou M2Y129F, 
são co-expressos, verifica-se a sua imunoprecipitação conjunta num complexo trimolecular (Figura 
Suplementar 1, F, 2º a 4º painéis, pistas 3 e 6). Nestas circunstâncias, a proteína Fyn encontra-se 
também fosforilada em resíduos de tirosina (Figura Suplementar 1, F, painel superior, pistas 3 e 6).  
 
No caso das imunoprecipitações anti-NCK1, anti-SHP2 e anti-PLCγ2, não foi possível realizar as 
correspondentes imunoprecipitações reversas pois constatou-se que o soro policlonal anti-M2 consegue 
co-imunoprecipitar inespecificamente as proteínas NCK1, SHP2 e PLCγ2. 
Para garantir que as diferenças observadas, na capacidade que as várias formas da proteína M2 têm em 
co-imunoprecipitar com os parceiros celulares, ou vice-versa no caso da realização das 
imunoprecipitações reversas, não são devidas nem a diferentes quantidades de proteína presente nos 
extractos, nem a diferentes quantidades de proteína imunoprecipitada, foram efectuados uma série de 
controlos experimentais. Assim, em cada ensaio de co-imunoprecipitação, foi demonstrada a expressão 
equitativa de todas as proteínas transfectadas (Figura Suplementar 1, A a F, grupo de painéis dos LCT) 
e a imunoprecipitação de níveis equivalentes de proteína em cada amostra (Figura Suplementar, A a F, 
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painel inferior do grupo de painéis da IP). Adicionalmente, o controlo de especificidade realizado em 
cada experiência de co-imunoprecipitação atesta a veracidade dos resultados. 
 
3.2.2. Interacção in vivo de M2 com os novos alvos celulares, em células B A20 
 
Depois de confirmadas as interacções in vivo entre M2 e cada um dos parceiros celulares em análise, 
num contexto ectópico de células de mamífero, pretendemos em seguida verificar se o mesmo acontece 
num contexto mais fisiológico e significativo para a infecção viral. Com essa finalidade, repetiram-se as 
experiências de co-imunoprecipitação em células B A20. Outra vantagem da utilização de uma linha 
celular de células B é o facto de todos os parceiros celulares em estudo serem proteínas endógenas 
deste tipo celular, e portanto, estarem presentes em quantidades fisiológicas. Tal, permite-nos avaliar a 
relevância bioquímica das interacções num contexto celular, que é igualmente, fisiologicamente 
significativo para as proteínas identificadas. 
 
As linhas de células B são, geralmente, difíceis de transfectar pelos métodos de transfecção químicos 
e/ou lipídicos, tradicionalmente utilizados em cultura de células. Por essa razão, decidimos utilizar como 
procedimento de transfecção o método físico da electroporação. 
Assim sendo, começámos por electroporar células A20 somente com os plasmídeos que codificam a 
proteína M2, ou o mutante M2Y. O mutante M2Y foi incluído nesta análise como um controlo de ligação, 
uma vez que os resultados em células COS1 demonstraram que este mutante é o que apresenta o maior 
defeito na ligação aos parceiros celulares (com a excepção de SHP2). 
Após 24 horas em cultura, as células foram lisadas, e alíquotas dos mesmos lisados foram utilizadas 
para imunoprecipitação das proteínas Vav1, PLCγ2, p85α, SHP2 ou M2, com um soro policlonal anti-
Vav1, anti-PLCγ2, anti-p85α, anti-SHP2 ou anti-M2, respectivamente. Os imunoprecipitados foram 
sujeitos a resolução electroforética em gel de poliacrilamida, e a presença de M2, ou das suas formas 
mutadas, nos imunoprecipitados foi analisada com o soro policlonal anti-M2 ou com um anticorpo 
monoclonal anti-Myc. As mesmas membranas foram em seguida, analisadas com anticorpos contra as 
restantes proteínas cuja interacção queríamos investigar.  
O único novo parceiro celular de M2 que padece de confirmação neste sistema celular é a cinase Lyn, 
uma vez que, tal como explicado anteriormente, o anticorpo anti-Lyn é capaz de imunoprecipitar 




inespecificamente a proteína viral. Para além disso, verificou-se que o anticorpo anti-Lyn que tínhamos 
disponível não imunoprecipitava a proteína Lyn endógena. Adicionalmente, foi incluída nesta 
investigação a imunoprecipitação anti-Vav1. Apesar de a interacção entre M2 e Vav1 já ter sido 
confirmada anteriormente (Rodrigues et al., 2006), decidimos reproduzir esses resultados de forma a 
atestar a integridade do ensaio. 
 
Os resultados obtidos em células B A20 para a imunoprecipitação de Vav1, PLCγ2, p85α ou SHP2, 
revelam que a forma selvagem de M2, e de forma bastante mais fraca a forma mutante M2Y, co-
imunoprecipitam com todas estas proteínas endógenas (Figura 3.1., A a D, 3º painel, pistas 2 e 3). 
Constatou-se também que ao invés do mutante M2Y, a proteína M2 co-imunoprecipitada, está fosforilada 
em resíduos de tirosinas (Figura 3.1., A a D, 2º painel, comparar pistas 2 e 3). 
A realização destes ensaios de co-imunoprecipitação permitiu ainda verificar que a expressão da 
proteína M2 selvagem promove a fosforilação em resíduos de tirosina das proteínas Vav1 e PLCγ2 
(Figura 3.1., A e B, painel superior, pista 2). Pelo contrário, quando está presente a proteína mutante 
M2Y, não se observa nenhuma destas proteínas fosforilada (Figura 3.1., A e B, painel superior, pista 1 e 
3). O mesmo não se verifica na imunoprecipitação das proteínas p85α e SHP2, pois o nível de 
fosforilação basal em resíduos de tirosina não se altera em consequência da presença de M2 ou M2Y 
(Figura 3.1., C e D, painel superior).   
A interacção entre a proteína adaptadora NCK1 e M2 foi também confirmada neste sistema celular. No 
entanto, devido a dificuldades técnicas, o estudo desta interacção foi realizado imunoprecipitando a 
proteína viral em vez de NCK1. A imunoprecipitação da forma selvagem da proteína M2 resulta na co-
imunoprecipitação da proteína NCK1 (Figura 3.1., E, 3º painel, pista 2). Pelo contrário, a proteína NCK1 
não é detectada nos imunoprecipitados anti-M2Y (Figura 3.1., E, 3º painel, pista 3). Tal como ocorrido 
nas outras imunoprecipitações, observou-se que a proteína M2 selvagem imunoprecipitada está 
fosforilada em resíduos de tirosina, enquanto o mutante M2Y não (Figura 3.1., E, 2º painel, pistas 2 e 3). 
Em relação a NCK1, não foi possível detectar nenhuma forma fosforilada desta proteína (Figura 3.1., E, 
painel superior). 
Para comprovar a especificidade destas interacções, realizou-se em cada ensaio de co-
imunoprecipitação um controlo negativo, constituído por lisados de células transfectadas com um 
plasmídeo controlo que não expressa nenhuma das formas da proteína viral. Como expectável, nas 
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amostras controlo não se detectou a presença da proteína viral nos imunoprecipitados anti-Vav1, anti-
PLCγ2, anti-p85α ou anti-NCK1 (Figura 3.1., A a D, 3º painel, pista 1), nem a presença de NCK1 nos 
imunoprecipitados anti-M2 (Figura 3.1., E, 3º painel, pista 1). Os controlos adicionais executados 
confirmam ainda que os níveis de proteína imunoprecipitada em cada amostra são idênticos (Figura 3.1., 
A a E, painel inferior) e que todas as proteínas, cujas interacções estão em investigação, são 





































































Figura 3.1. A proteína M2 co-imunoprecipita com os novos alvos celulares em células B. Células A20 foram 
electroporadas com os plasmídeos que codificam as diferentes versões da proteína M2 (A a F, topo das figuras). 
Após 24 horas em cultura, as células foram lisadas e as alíquotas dos mesmos extractos celulares foram incubados 
com um soro policlonal anti-Vav1 (A), anti-PLCγ2 (B), anti-p85α (C), anti-SHP2 (D), ou anti-M2 (E). Seguidamente, 
os imunoprecipitados foram separados por electroforese em gel de poliacrilamida e analisados por Western-blot 
utilizando os anticorpos indicados à direita dos painéis. A presença das diferentes versões da proteína M2 foi 
detectada com um anticorpo anti-Myc (epitopo em fusão com as proteínas M2; A a D, 3º painel, E e F, painel 
inferior). Para demonstrar que a quantidade de proteína imunoprecipitada em cada amostra é equivalente, as 
respectivas membranas foram também analisadas com um anticorpo anti-Vav1, anti-PLCγ2, anti-p85α, anti-SHP2, 
ou anti-Myc (A a E, 4º painel). Alíquotas representativas dos lisados celulares totais foram analisadas por Western-
blot, com os anticorpos indicados à direita dos painéis, para confirmar a expressão apropriada das proteínas 
transfectadas e demonstrar que a quantidade de proteína aplicada em cada pista é equivalente. -, ausência; α, anti; 
IP, imunoprecipitação; LCT, lisados celulares totais; WB, Western-blot. 





3.2.3. A proteína M2 promove a formação de complexos multiproteicos com PLCγ2, Vav1, p85α, 
Fyn e NCK1, em células B. 
 
O passo seguinte à confirmação das interacções proteicas num sistema celular mais fisiológico para o 
vírus foi a investigação da capacidade de M2 em associar todas estas proteínas num complexo 
multiproteico de sinalização (sinalossoma) de maiores dimensões.    
Com essa finalidade, as proteínas endógenas Vav1, PLCγ2, p85α ou NCK1 foram imunoprecipitadas, 
uma de cada vez, de lisados de células B A20 a expressar a proteína viral ou uma proteína controlo, e a 
co-imunoprecipitação conjunta dos restantes parceiros celulares de M2 num sinalossoma, foi atestada 
por Western-blot. Adicionalmente, para avaliar a contribuição da região rica em prolinas C-terminal e das 
tirosinas fosforiladas de M2 para a formação do potencial sinalossoma, incluíram-se nas experiências de 
co-imunoprecipitação todas as versões mutadas da proteína M2 (mutantes M2P2, M2Y, M2Y120F e 
M2Y129F).  
 
A imunoprecipitação de PLCγ2 demonstrou que, aquando da expressão de M2 ou do mutante M2Y129F, 
os vários parceiros celulares endógenos da proteína viral co-imunoprecipitam em conjunto num 
complexo multiproteico composto por PLCγ2, Vav1, p85α, Fyn, NCK1 e M2/M2Y129F (Figura 3.2., A, 4º 
a 9º painéis, pistas 2 e 6) denominado por “sinalossoma de M2”. Como resultado da formação deste 
complexo, as proteínas Vav1 e M2/M2Y129F, encontram-se fosforiladas em resíduos de tirosina (Figura 
3.2., A, 2º e 3º painéis, pistas 2 e 5). A proteína PLCγ2 encontra-se também fosforilada, acima dos níveis 
basais, mas só quando a proteína viral selvagem é expressa (Figura 3.2., A, painel superior, pista 2). 
Adicionalmente, observou-se que o mutante M2Y120F (Figura 3.2., A, 8º painel, pista 4), e em menor 
quantidade os mutante M2Y e M2P2, (Figura 3.2., A, 8º painel, pistas 3 e 6), co-imunoprecipitam com 
PLCγ2 mas não promovem a formação do sinalossoma (Figura 3.2., A, 4º a 9º painéis, pistas 3, 4 e 6). 
Na amostra em que está presente o mutante M2Y120F, observa-se contudo, a fraca imunoprecipitação 
conjunta de Vav1 (Figura 3.2., A, 4º painéis, pista 4), e portanto a formação de um complexo 
trimolecular.  
 
Os resultados obtidos aquando da imunoprecipitação de Vav1 foram semelhantes aos anteriores. Mais 
uma vez, demonstrou-se que a expressão de M2, ou de M2Y129F, promove a co-imunoprecipitação dos 
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alvos celulares da proteína viral num complexo multiproteico (Figura 3.2., B, 3º a 8º painéis, pistas 2 e 5). 
Verificou-se no entanto que a co-imunoprecipitação de PLCγ2 no complexo não é tão eficaz, tendo sido 
observada unicamente quando a forma selvagem de M2 é expressa (Figura 3.2., B, 3º painel, pista 2), e 
que nesta situação PLCγ2 não se encontrava fosforilado (resultado não apresentado). Verificou-se ainda 
que a imunoprecipitação de Vav1 resulta também na co-imunoprecipitação de M2Y120F e, de forma 
mais fraca, de M2Y (Figura 3.2., B, 7º painel, pistas 3 e 4). Apesar disso, estes mutantes não nucleiam a 
formação de qualquer complexo multiproteico (Figura 3.2., B, 3º a 8º painel, pistas 3 e 4). A presença do 
mutante M2P2 não foi detectada nos imunoprecipitados anti-Vav1 (Figura 3.2., B, 7º painel, pista 6).  
 
No caso da imunoprecipitação de p85α, constatou-se que o complexo co-imunoprecipitado por esta 
proteína é em tudo equivalente aos anteriores, com a excepção de que não foi detectada a co-
imunoprecipitação de PLCγ2 (Figura 3.2. C, 3º a 7º painéis, pista 2 e 5). A imunoprecipitação de p85α 
resultou igualmente na imunoprecipitação conjunta do mutante M2Y120F, embora com menor 
intensidade que a imunoprecipitação de M2 ou M2Y129F (Figura 3.2., C, 6º painel, comparar pista 4 com 
pistas 2 e 5) e, de forma mais fraca, dos mutantes M2Y e M2P2 (Figura 3.2., C, 6º painel, pistas 3 e 6), 
sem se verificar nestas situações a formação do complexo multiproteico.   
 
Por fim, à semelhança das proteínas celulares acima mencionadas, também NCK1 é capaz de co-
imunoprecipitar um complexo multiproteico nucleado por M2 (Figura 3.2., D, 2º a 6º painéis, pistas 2 e 5). 
Não obstante, a co-imunoprecipitação de p85α é muito escassa e, apesar de parecer dependente de M2, 
parece ser independente da versão da proteína viral expressa (Figura 3.2., D, 3º painel). Observa-se 
ainda que a co-imunoprecipitação de Fyn é independente da expressão de M2 (Figura 3.2., D, 4º painel). 
Mais uma vez, não se verifica a imunoprecipitação conjunta de PLCγ2 (resultado não apresentado). 
Neste caso também não conseguimos detectar a proteína M2 fosforilada, devido à existência de muito 
ruído de fundo na zona do gel onde migra a proteína viral (resultado não apresentado). 
Em paralelo com as outras imunoprecipitações, também aqui NCK1 co-imunoprecipitou os mutantes 
M2Y120F e de M2P2, embora mais fracamente (Figura 3.2., D, 5º painel, pistas 4 e 6), enquanto co-
imunoprecipitação de M2Y é praticamente inexistente (Figura 3.2., D, 5º painel, pista 3), não se 
observando também nestes casos a formação do complexo multiproteico.  
 




Estes resultados foram mais uma vez validados pela realização de um controlo negativo constituído por 
lisados de células transfectadas com um plasmídeo controlo que não expressa nenhuma das formas da 
proteína viral (Figura 3.2., A a D, pista 1). A presença em cada amostra de quantidades análogas de 
proteína imunoprecipitada (Figura 3.2., A a D, painel inferior do grupo de painéis da IP), e da expressão 








































































































Figura 3.2. M2 promove a formação de complexos multiproteicos com PLCγ2, Vav1, p85α, cinases da 
família Src e NCK1, em linfócitos B. Ver legenda na página seguinte. 
Capítulo 3                                                                 M2 promove a nucleação de complexos multiproteicos   
97 
 
Figura 3.2. M2 promove a formação de complexos multiproteico com PLCγ2, Vav1, p85α, cinases da 
família Src e NCK1, em linfócitos B. Células A20 foram electroporadas com os plasmídeos que codificam as 
diferentes versões da proteína M2 (A a D, topo das figuras). Após 24 horas em cultura, as células foram lisadas e os 
extractos celulares foram incubados com um anticorpo policlonal anti-Vav1 (A), anti-PLCγ2 (B), anti-p85α (C) ou com 
um anticorpo monoclonal anti-NCK1 (D). Seguidamente, os imunoprecipitados foram separados por electroforese 
em gel de poliacrilamida e analisados por Western-blot utilizando os anticorpos indicados à direita dos painéis. A 
presença das diferentes versões da proteína M2 foi detectada com um anticorpo anti-Myc (epitopo em fusão com as 
proteínas M2) ou com o soro policlonal anti-M2. Como controlo de imunoprecipitação, as respectivas membranas 
foram também analisadas com um anticorpo anti-Vav1 (A, 8º painel), anti-PLCγ2 (B, 9º painel), anti-p85α (C, 7º 
painel) ou anti-NCK1 (D, 6º painel). Alíquotas representativas dos lisados celulares totais foram analisadas por 
Western-blot, com os anticorpos descritos à direita dos painéis, para averiguar a correcta expressão das proteínas 
transfectadas e para demonstrar que a quantidade de lisado aplicado em cada pista é equivalente (A, a D, painéis 
inferiores). -, ausência; α, anti; IP, imunoprecipitação; LCT, lisados celulares totais; WB, Western-blot.  
 
Em suma, estes resultados demonstram que M2 promove a nucleação de complexos multiproteicos com 
PLCγ2, Vav1, p85α, Fyn e NCK1, em células B. Os motivos de M2 necessários para a formação dos 
complexos e para a promoção da fosforilação de Vav1 são a região rica em prolinas C-terminal e a Y120 
fosforilada. No entanto, ambas as tirosinas fosforiladas de M2 são necessárias para a promoção da 
fosforilação de PLCγ2.   
 
Um dos alvos celulares de M2, cuja interacção com a proteína viral foi confirmada in vivo, em ambos os 
sistemas celulares, mas que nunca se conseguiu detectar nos complexos multiproteicos formados em 
células B acima descritos, independentemente da proteína imunoprecipitada, é a fosfatase SHP2.  
Com o intuito de confirmar melhor esta interacção em células B, nomeadamente a sua ligação aos 
mutantes M2Y120F, M2Y129F e M2P2, observada em células COS1, a proteína SHP2 endógena 
presente nos extractos celulares de células A20, previamente electroporadas com os plasmídeos que 
codificam as diferentes versões da proteína viral, foi imunoprecipitada com um anticorpo policlonal anti-
SHP2. Após a separação dos imunoprecipitados por SDS-PAGE, a presença de M2, ou das suas formas 
mutadas, foi analisada com um anticorpo anti-Myc. Contrariamente aos resultados obtidos em células 
COS1, neste caso, a imunoprecipitação de SHP2 resultou na co-imunoprecipitação diferencial das várias 
formas da proteína viral. Assim, em células B A20, verificou-se a co-imunoprecipitação equitativa de M2 
e do mutante M2Y129F (Figura 3.3., 3º painel, pistas 2 e 5), na fraca co-imunoprecipitação dos mutantes 
M2Y120F e M2P2 (Figura 3.3., 3º painel, pistas 4 e 6), e na co-imunoprecipitação vestigial do mutante 
M2Y (Figura 3.3., 3º painel, pista 3). Detectou-se também, somente nos imunoprecipitados da amostra 




onde é expressa a versão selvagem da proteína M2, a co-imunoprecipitação da proteína endógena Vav1 
(Figura 3.3., 2º painel, pista 2), fosforilada em resíduos de tirosina (Figura 3.3., painel superior, pista 2).  
Em consonância com as tentativas goradas em detectar SHP2 nos complexos multiproteicos, também 
neste imunoprecipitados não foi possível identificar mais nenhum dos parceiros celulares de M2. 
Os controlos experimentais efectuados atestam a especificidade da interacção entre M2 e SHP2 (Figura 
3.3., 2º e 3º painéis, pista 1), a expressão equivalente das diferentes formas da proteína M2 (Figura 3.3., 





















Figura 3.3. A proteína M2 co-imunoprecipita com SHP2 in vivo. Células A20 foram electroporadas com os 
plasmídeos que codificam as diferentes versões da proteína M2 (topo da figura). Após 24 horas em cultura, as 
células foram lisadas e os extractos celulares foram incubados com um anticorpo policlonal anti-SHP2. 
Seguidamente, os imunoprecipitados foram separados por electroforese em gel de poliacrilamida e analisados por 
Western-blot utilizando um anticorpo anti-pTyr. A presença de Vav1 e das diferentes versões da proteína M2 foi 
detectada com um anticorpo anti-Vav1 (2º painel) e anti-Myc (3º painel), respectivamente. Para demonstrar que a 
quantidade de proteína imunoprecipitada em cada amostra é equivalente, a mesma membrana foi também analisada 
com um anticorpo anti-SHP2 (4º painel). Alíquotas representativas dos lisados celulares totais foram analisadas por 
Western-blot, com os anticorpos descritos à direita dos painéis, para verificar a correcta expressão das proteínas 
transfectadas e demonstrar que a quantidade de proteína aplicada em cada pista é equivalente. -, ausência; α, anti; 
IP, imunoprecipitação; LCT, lisados celulares totais; WB, Western-blot. 
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3.2.4. O sinalossoma formado após a estimulação do BCR e o sinalossoma de M2 não são 
idênticos em termos moleculares 
 
O papel de M2 na nucleação de complexos multiproteicos em células B foi amplamente confirmado 
através dos vários ensaios de co-imunoprecipitação realizados em células A20, descritos neste capítulo. 
Depois de analisados os resultados obtidos, formulámos a hipótese de que M2 poderia estar a substituir 
o sinal fornecido pela estimulação do BCR, para promover a formação de um sinalossoma idêntico ao 
sinalossoma de células B, através do qual pudesse modelar as mesmas vias de sinalização que as 
activadas após a activação da célula B. Se assim fosse, a imunoprecipitação de um dos parceiros 
celulares de M2, em células B cujo BCR foi estimulado e que não expressassem a proteína viral, deveria 
resultar na imunoprecipitação conjunta de todos os outros alvos celulares identificados. 
Com o objectivo de responder a esta questão, células A20 foram electroporadas com plasmídeos de 
expressão que codificam a proteína M2 ou o mutante M2Y, ou com um plasmídeo controlo que não 
expressa nenhuma das formas da proteína viral. Previamente à lise celular, a amostra electroporada com 
o plasmídeo controlo, foi não estimulada ou estimulada com 10µg/ml de α-IgG F(ab`)2. Os detalhes 
experimentais para a estimulação de células B encontram-se descritos no capítulo “Materiais e 
Procedimentos Experimentais”, secção 8.9.6. Após a estimulação, as células foram lisadas, a proteína 
PLCγ2 endógena foi imunoprecipitada com um anticorpo policlonal anti-PLCγ2, e os imunoprecipitados 
foram separados por SDS-PAGE. A presença, nos imunoprecipitados anti-PLCγ2, de M2 ou o mutante 
M2Y, e das restantes proteínas que fazem parte do sinalossoma, foi analisada por Western-blot com os 
anticorpos descritos à direita dos painéis (Figura 3.4.). A proteína PLCγ2 foi escolhida para 
imunoprecipitação pois foi ela que conseguiu co-imunoprecipitar o sinalossoma mais completo, em 
termos de proteínas constituintes e do estado de fosforilação destas. 
Tal como era de esperar, a imunoprecipitação de PLCγ2 resulta na co-imunoprecipitação da proteína M2 
selvagem, de Vav1, p85α, Fyn e NCK1 (Figura 3.4., 4º a 9º painéis, pistas 3), enquanto que a expressão 
do mutante M2Y não promove a formação deste sinalossoma (Figura 3.4., 4º a 9º painéis, pistas 4). 
Observou-se mais uma vez, que no contexto da formação do complexo multiproteico as proteínas 
PLCγ2, Vav1 e M2 estão fosforiladas em resíduos de tirosina (Figura 3.4., 1º a 3º painéis, pista 3). Ao 
invés, a imunoprecipitação de PLCγ2 em células estimuladas não promoveu a co-imunoprecipitação de 
um sinalossoma constituído pelas mesmas proteínas celulares que aquando da presença de M2 (Figura 




3.4., 4º a 9º painel, pista 1). A única proteína cuja co-imunoprecipitação foi detectada foi Vav1, embora 
em quantidade muito inferior ao observado sob a influência de M2 e na ausência de estimulação (Figura 
3.4., 4º painel, comparar pistas 1 e 3). Como espectável, a estimulação do BCR, induziu a fosforilação de 
Vav1 (Turner and Billadeau, 2002) e de PLCγ2 (Kim et al., 2004) (Figura 3.4., 1º e 2º painéis, pista 1). 
Interessantemente, o nível de fosforilação de Vav1, nestas condições, é inferior ao promovido por M2 
(Figura 3.4., 2º painel, comparar pistas 1 e 3). Ao contrário, a fosforilação de PLCγ2 promovida pela 
expressão da proteína viral, está ao nível da fosforilação induzida pela estimulação do BCR (Figura 3.4., 
painel superior, comparar pistas 1 e 3). Esta observação sugere que M2 tem, provavelmente, um papel 
regulador mais forte sobre Vav1 do que sobre PLCγ2. 
O controlo negativo, que corresponde ao lisado das células electroporadas com o plasmídeo controlo, 
não estimuladas, atesta a especificidade das interacções (Figura 3.4., 4º a 8º painel, pista 2). Ficou 
também demonstrada a expressão equivalente das duas versões da proteína M2 (Figura 3.4., 8º painel) 
e que a quantidade de proteína imunoprecipitada é equiparável (Figura 3.4., 9º painel). 
 
PLCγ2
































Figura 3.4. A estimulação do BCR não induz a formação de um sinalossoma equivalente ao nucleado por M2. 
Ver legenda na página seguinte. 
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Figura 3.4. A estimulação do BCR não induz a formação de um sinalossoma equivalente ao nucleado por M2. 
Células A20 foram electroporadas com os plasmídeos que codificam a proteína M2 ou o mutante M2Y (topo da 
figura). Após 24 horas em cultura, as células foram não estimuladas (topo da figura, pistas 2 a 4) ou estimuladas 
(topo da figura, pista 1), com 10µg/ml de anti-IgG F(ab`)2 durante 5 minutos a 37ºC. Seguidamente, lisaram-se as 
células e os extractos celulares foram incubados com um anticorpo policlonal anti-PLCγ2, separados por 
electroforese em gel de poliacrilamida e analisados por Western-blot utilizando um anticorpo anti-pTyr (1º a 3º 
painéis). Para a detecção das proteínas co-imunoprecipitadas, as membranas foram posteriormente analisadas com 
os anticorpos indicados à direita dos painéis. A presença das duas versões da proteína M2 foi detectada com um 
anticorpo anti-Myc (8º painel). Como controlo de imunoprecipitação, a mesma membrana foi analisada com um 
anticorpo anti-PLCγ2 (9º painel). Para confirmar a expressão adequada das proteínas transfectadas e para 
demonstrar que a mesma quantidade de proteína foi aplicada em cada pista, alíquotas representativas dos lisados 
celulares totais foram analisadas por Western-blot com os anticorpos indicados à direita dos painéis. +, presença; -, 
ausência; α, anti; IP, imunoprecipitação; LCT, lisados celulares totais; WB, Western-blot. 
 
3.2.5. O papel de M2 na modulação das vias reguladas pela PI3K, PLCγ2 e MAPK 
 
Devido ao facto de M2 interagir com PLCγ2 e p85α, uma das possíveis subunidades reguladoras das 
PI3Ks da classe IA, investigámos em seguida o papel da proteína viral na modulação das vias de 
sinalização celular controladas por estas proteínas. Adicionalmente, analisámos o papel de M2 na 
manipulação da via das MAPKs, uma via de sinalização importante em células B.  
A possibilidade de M2 manipular a via da PI3K foi averiguada através do estudo da influência da sua 
expressão na translocação da proteína efectora AKT para a membrana plasmática e no nível de 
fosforilação desta cinase no resíduo de Ser473, o que constitui o evento crucial para a estimulação 
máxima da sua actividade catalítica (Cheng et al., 2005). 
Com essa finalidade, células A20 foram electroporadas com as combinações de plasmídeos que 
codificam a proteína eGFP sozinha, ou em fusão com as proteínas M2 ou M2Y, e o domínio PH de AKT 
em fusão com mCherry, indicados à esquerda dos painéis (Figura Suplementar 2, A). A confirmação da 
funcionalidade das proteínas recombinantes eGFP-M2/M2Y está demonstrada no capítulo de resultados 
seguinte (Figura 4.1., A). O domínio PH de AKT é o domínio de ligação a PIP3, e portanto o responsável 
pela ancoragem da cinase à membrana. Após 24 horas em cultura, as células foram não estimuladas ou 
estimuladas com α-IgG F(ab`)2, conforme descrito no capítulo “Materiais e Procedimentos 
Experimentais”, secção 8.9.6., para induzir a activação da via controlada pela PI3K. Em seguida, as 
células foram fixadas, e analisadas por microscopia confocal. A localização sub-celular das diferentes 
formas da proteína viral é indicada pela emissão de fluorescência verde, devido à sua fusão com eGFP, 
enquanto a de AKT-PH será visualizada pela emissão de fluorescência encarnada devido à sua fusão 




com a proteína mCherry. Em paralelo, células A20 a expressar diferentes versões da proteína M2 em 
fusão com eGFP, ou a proteína eGFP sozinha como controlo, foram purificadas por citometria de fluxo 
com base na emissão de fluorescência verde. Após a purificação, as células foram não estimuladas ou 
estimuladas como anteriormente. Em seguida, as células foram lisadas e o estado de fosforilação de 
AKT no resíduo regulatório Ser473 foi analisado nos extractos celulares, por Western-blot, com um 
anticorpo que detecta exclusivamente a fosforilação neste resíduo.   
Os resultados obtidos demonstram que a expressão de M2 impede a translocação de AKT-PH (Figura 
Suplementar 2, A, painéis j, k e l) para a membrana plasmática e, consequentemente, inibe a fosforilação 
de AKT na Ser473 (Figura Suplementar 2, C, painel superior, pistas 4), normalmente observadas aquando 
da estimulação do BCR (Figura Suplementar 2, A, painel e; Figura suplementar 2, C, painel superior, 
pista 2). Ao contrário, a expressão do mutante M2Y não interfere com a translocação de AKT-PH, co-
localizando inclusive as duas proteínas em regiões justamembranares (Figura Suplementar 2, A, painel 
p, q e r) nem com a fosforilação da cinase na Ser473 (Figura Suplementar 2, C, painel superior, comparar 
pistas 6 e 2). A inclusão na análise de Western-blot da proteína mutada M2Y129F com fenótipo igual ao 
da proteína selvagem (Figura Suplementar 2, C, painel superior, comparar pistas 8 e 4), certifica a 
importância da montagem dos complexos multiproteicos para a modulação desta via de sinalização. 
Adicionalmente, o controlo experimental realizado com a proteína eGFP atesta a especificidade dos 
resultados obtidos (Figura Suplementar 2, A, painéis a – f, e C, pistas 1 e 2).  
Para um estudo mais aprofundado, a translocação de AKT-PH foi ainda quantificada. Esta análise 
revelou que, sob a influência de M2, só em aproximadamente 15% dos casos, a cinase foi capaz de 
translocar para a membrana em resposta à estimulação, enquanto que sob a influência de M2Y ou eGFP 
esta translocação ocorreu em 60% e 90% dos casos, respectivamente (Figura Suplementar 2, B).  
A intensidade das bandas correspondentes ao estado de fosforilação de AKT foi também quantificada, 
através do programa ImageJ, tendo sido depois normalizada para a expressão total de AKT. Os valores 
obtidos estão apresentados no gráfico da Figura Suplementar 2, D, e reflectem na íntegra as diferenças 
observadas na Figura Suplementar 2, C.   
 
A influência de M2 na regulação das vias controladas pela PLCγ2 e pela MAPK foi investigada, 
respectivamente, através da análise do estado de fosforilação das várias isoformas de PKC, endógenas 
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em células B, no resíduo C-terminal homólogo ao resíduo de Ser660 da PKCβII, e das proteínas ERK1/2 
no resíduo de Tyr204. 
Com esse objectivo, células A20 foram electroporadas com plasmídeos que codificam as proteínas M2, 
M2Y ou M2Y129F em fusão com eGFP, ou a proteína eGFP sozinha como controlo. Após 24 horas em 
cultura, as células foram purificadas por citometria de fluxo com base na expressão da proteína eGFP e 
na emissão de fluorescência verde. Em seguida, as células purificadas foram não estimuladas ou 
estimuladas, durante 2 minutos, como descrito anteriormente. Após a estimulação, as células foram 
lisadas, e o estado de fosforilação de PKC e de ERK1/2, nos resíduos mencionados, foi analisado nos 
extractos celulares, por Western-blot, com anticorpos específicos que detectam somente essas formas 
fosforiladas das proteínas.  
Os resultados obtidos pela análise de Western-blot e pela quantificação da intensidade das bandas 
correspondentes à forma fosforilada das proteínas em análise, através do programa ImageJ, sugerem 
que a expressão de M2 e de M2Y129F, e com menor intensidade de M2Y, atenua o aumento da 
fosforilação de PKC e das proteínas ERK1/2, observado em resposta à estimulação do BCR (Figura 
Suplementar 3, A, 1º e 3º painéis, e B). Os controlos experimentais realizados confirmam a expressão 
equitativa das proteínas virais (Figura Suplementar 3, A, 5º painel) e a aplicação no gel de quantidades 
equivalentes de cada amostra (Figura Suplementar 3, A, painel inferior). Apesar disso, os resultados não 




A descoberta no capítulo anterior, através de metodologias in vitro, da existência de alvos celulares 
adicionais com os quais a proteína viral M2 interage, obrigou à confirmação destas interacções em 
sistemas in vivo. 
Com esse objectivo, realizaram-se experiências de co-imunoprecipitação em duas linhas celulares 
diferentes, um sistema ectópico de células COS1 e um sistema fisiológico de células B A20. Em ambos 
os sistemas, foi possível confirmar a interacção in vivo entre M2 e cada um dos parceiros celulares 
identificados. Mais, a utilização de uma série de mutantes da proteína viral, existentes no nosso 
laboratório, permitiu identificar os domínios relevantes para estas interacções. À semelhança do que está 
publicado para a interacção com Vav1 e Fyn (Pires de Miranda et al., 2008; Rodrigues et al., 2006), a 




região de M2 compreendida entre os resíduos de aminoácidos 160 a 179, ou seja, a que incluí os 3 
motivos PxxP C-terminais em conjunto com a tirosina Y120, são igualmente essenciais para as 
interacções com os novos alvos celulares. Como tal, só a proteína selvagem e o mutante M2Y129F, 
conseguem interagir normalmente com essas proteínas. No entanto, a ligação dos mutantes M2Y, 
M2Y120F e M2P2, apesar do defeito significativo observado na capacidade de interacção, não é 
completamente nula. Este facto pode ser devido à presença, nesses mutantes, de pelo menos um dos 
motivos envolvidos nas interacções intacto. No caso do mutante M2Y120F estão presentes os 3 
domínios PxxP C-terminais e a tirosina Y129, no mutante M2Y estão presentes os 3 domínios PxxP C-
terminais, e no mutante M2P2 estão presentes as tirosinas Y120 e Y129. Qualquer um destes motivos pode 
ser, por si só, responsável por algum nível de interacção com as proteínas celulares. Para clarificar esta 
situação seria aconselhável repetir as experiências com um mutante duplo em que, quer a região rica em 
prolinas C-terminal quer as tirosinas Y120 e Y129, fossem simultaneamente mutadas. Aquando da 
realização destas experiências este mutante não se encontrava construído, estando agora disponível no 
nosso laboratório e constituindo assim uma ferramenta útil para aprofundar esta questão. 
A capacidade que o mutante M2P2 tem, embora muito reduzida, de estabelecer ligações com as 
proteínas alvo, é particularmente interessante. Isto porque M2P2, em células B A20, como consequência 
de ter a região rica em prolinas C-terminal mutada, não se encontra fosforilado apesar de ter as tirosinas 
Y120 e Y129 inalteradas, o que faz com nenhum dos domínios envolvidos na ligação aos alvos celulares 
esteja funcional. A justificação mais simples para esta observação é a existência, na proteína viral, de 
outros motivos estruturais que, embora com menor eficácia, sejam também capazes de estabelecer 
interacções proteicas. É de referir que M2 apresenta mais regiões ricas em prolinas que podem 
similarmente contribuir para as interacções verificadas. Para esclarecer esta questão seria necessário a 
construção de mutantes da proteína M2 em que os restantes motivos PxxP fossem mutados, certificando 
depois a sua capacidade de interacção com os novos parceiros celulares.  
 
Os resultados obtidos nas experiências realizadas em células COS1 e em células A20 apresentam, no 
entanto, algumas discrepâncias, o que ilustra a importância de trabalhar o mais aproximado possível das 
condições fisiológicas. Em especial, em células COS1 observou-se a interacção de NCK1 e SHP2, de 
igual forma com todas as versões da proteína M2 (com a excepção do mutante M2Y no caso da 
interacção com NCK1). Para além disso, detectou-se ainda neste sistema celular a fosforilação de p85α 
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em resíduos de tirosina. A justificação mais simples para estas diferenças é a de que no sistema de 
células COS1 as proteínas foram todas sobre-expressas. Ao trabalhar com quantidades que não são as 
fisiológicas podemos estar a forçar o sistema a promover interacções que num contexto natural não 
existiriam. Por outro lado, ao sobre-expressar uma cinase, como Fyn ou Lyn, podemos estar a promover 
o aumento dos níveis de fosforilação de p85α, que de outra maneira podem não ser detectáveis. Outra 
divergência entre os dois sistemas é o facto de os mutantes M2Y e M2P2 se encontrarem por vezes, 
levemente fosforilados em células COS1. No entanto, mais uma vez, isto só acontece em casos em que 
se sobre-expressa uma cinase, e nunca foi visível no sistema fisiológico de célula B. 
 
Por fim, foi ainda demonstrada a capacidade de M2 promover a nucleação de complexos multiproteicos 
nomeadamente a nucleação de um sinalossoma composto por PLCγ2, Vav1, p85α, Fyn e NCK1. A 
formação destes complexos depende totalmente da integridade da região rica em prolinas C-terminal, 
compreendida entre os resíduos de aminoácidos 160 a 179, e da tirosina Y120, pois só a proteína 
selvagem e o mutante M2Y129F são capazes de promover essa nucleação. A formação do sinalossoma 
de M2 promove ainda a fosforilação das proteínas M2/M2Y129F, Vav1 e PLCγ2 em resíduos de 
tirosinas, sendo a fosforilação desta última estimulada só na presença da proteína viral selvagem, o que 
indica que a tirosina Y129, apesar de não ser necessária para a formação do complexo multiproteico, é 
importante pelo menos para a fosforilação de PLCγ2. É possível que a tirosina 129 fosforilada possa 
servir de local de ancoragem para PLCγ2 (para o qual tem grande afinidade) de forma a trazer esta 
proteína para a vizinhança de uma cinase de tirosinas (Fyn ou Lyn) ligada à tirosina 120 fosforilada, 
promovendo assim a fosforilação da proteína celular. A não detecção nos complexos multiproteicos de 
Fyn fosforilada em resíduos de tirosina foi de algum modo surpreendente, uma vez que foi demonstrado 
anteriormente que esta cinase é fosforilada na presença de M2 (Pires de Miranda et al., 2008; Rodrigues 
et al., 2006). Esta dificuldade pode estar relacionada com o facto de a cinase migrar numa zona do gel 
muito próxima das IgGs, onde frequentemente existe ruído de fundo, o que dificulta a sua detecção.    
Uma vez que PLCγ2 é activada por fosforilação em resíduos de tirosina, estes resultados sugerem ainda 
que M2, à semelhança do verificado para Vav1 (Rodrigues et al., 2006), pode ter também um papel 
activador da via de sinalização controlada por PLCγ2. Esta acção exercida por M2 sobre PLCγ2 seria 
semelhante à exercida pela proteína K1 de KSHV (Lee et al., 2005). K1 liga-se a várias proteínas 
envolvidas em sinalização celular, entre as quais PLCγ2, e induz a sua fosforilação e activação, 




modelando assim a célula infectada. A possível activação de PLCγ2 por M2 é particularmente 
interessante do ponto de vista do estabelecimento da latência viral. Isto porque foi demonstrado que 
PLCγ2 é essencial para o processo de maturação das células B (Hashimoto et al., 2000; Wang et al., 
2000) e para a eficiente formação e manutenção das células B de memória (Hikida et al., 2009). Assim, a 
montagem de um sinalossoma, por M2, poderá ser uma estratégia do vírus para induzir a activação das 
vias de sinalização celular, entre elas as vias reguladas por Vav1 e PLCγ2, na ausência de estímulos 
externos, e dessa forma promover a correcta formação de um pool de células B de memória que 
constituem o alvo celular para a persistência do vírus a longo prazo. 
Ao contrário dos outros alvos celulares, SHP2 liga-se a M2 individualmente mas não no contexto dos 
complexos multiproteicos. Uma vez que é uma fosfatase, ao ligar-se a M2 pode promover a 
desfosforilação das tirosinas da proteína viral originando assim a dissolução dos complexos. Dessa 
forma SHP2 poderia funcionar como um sistema de controlo para a terminação da modulação das vias 
de sinalização celular mediada por M2. 
 
A possibilidade de o papel de M2 ser equivalente ao sinal fornecido pela estimulação do BCR, para a 
formação de um sinalossoma, não se verificou. A imunoprecipitação de PLCγ2 em células B estimuladas 
na ausência da proteína viral, e em células não estimuladas mas a expressar M2, não resultou na co-
imunoprecipitação das mesmas proteínas celulares, o que significa que o sinalossoma de células B, 
descrito na literatura (Kurosaki, 2002), não é igual do ponto de vista molecular ao sinalossoma nucleado 
pela proteína viral. Isto pode significar que M2 modela um leque diferente de vias de sinalização celular 
que aquelas activadas em resposta à estimulação do BCR.  
 
O passo seguinte à confirmação da interacção in vivo entre M2 e os parceiros celulares foi a 
investigação da influência dessas interacções na activação das proteínas e na modulação das vias de 
sinalização por elas controladas, em especial, das vias da PLCγ2, da p85α e das MAPKs. 
Na ausência de estimulação os lípidos membranares PIP2 e PIP3 são muito escassos, estando 
presentes em quantidades vestigiais. Após estimulação, a quantidade de PIP2 e, maioritariamente, a de 
PIP3 na célula aumenta devido à activação de p85α/PI3K, o que faz destes lípidos o indicador mais 
directo da activação da via de sinalização controlada por p85α/PI3K. No entanto, devido a dificuldades 
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inerentes à sua extracção e detecção, a translocação de AKT para a membrana e o seu estado de 
fosforilação são preferencialmente utilizados como indicadores da modulação desta via.  
Os nossos resultados sugerem que M2 tem um efeito negativo na activação da via da PI3K, uma vez que 
reduz grandemente a translocação de AKT para a membrana e a sua fosforilação no resíduo de 
activação Ser473, após a estimulação da célula B. Ao recrutar p85α para o sinalossoma, M2 pode estar a 
impedir a sua translocação para a membrana. Consequentemente, os níveis de PIP3 não aumentam e 
não se criam os locais de ancoragem para o recrutamento de AKT nem a sua subsequente fosforilação. 
Para confirmar esta hipótese seria importante analisar a influência de M2 na actividade catalítica de p85α 
através da quantificação directa dos níveis de PIP2 e PIP3 na célula.  
Este resultado foi de certo modo surpreendente uma vez que a proteína AKT é um regulador crucial da 
sobrevivência celular. Adicionalmente, foi demonstrado que as proteínas de latência LMP2A de EBV e 
K1 de KSHV têm a capacidade de induzir a activação da via PI3K/Akt, observando-se um aumento da 
fosforilação de AKT (Swart et al., 2000; Tomlinson and Damania, 2004). A relevância fisiológica da 
inibição desta via para o vírus MuHV-4 não é aparente. No entanto, uma possibilidade é a disponibilidade 
em maior quantidade de PIP2, o substrato de PLCγ2. O recrutamento de p85α para o sinalossoma de 
M2 e a inibição da via da PI3K resultaria na não conversão de PIP2 em PIP3 e consequentemente na 
maior disponibilidade de PIP2. Desta forma, através da formação do sinalossoma, M2 poderia conseguir 
modelar selectivamente as vias de sinalização envolvidas, activando umas e inibindo outras, em 
benefício do vírus. 
 
A investigação da relevância funcional da interacção M2/PLCγ2 e da influência de M2 na via das MAPKs 
não foi conclusiva. Os resultados preliminares obtidos indicam que M2 inibe a activação destas vias, o 
que não era expectável, principalmente tendo em conta a observação de que a expressão de M2 induz a 
fosforilação de PLCγ2, e o facto de as proteínas K1 e K15 do KSHV e a proteína LMP2A do EBV serem 
capazes de promover a activação destas vias (Brinkmann and Schulz, 2006). Como método alternativo 
para investigar a activação de PLCγ2, tentámos visualizar a sua translocação para a membrana 
plasmática, local onde exerce a hidrólise de PIP2 em IP3 e DAG. Observou-se contudo que em células 
A20, PLCγ2 encontra-se já localizada junto à membrana, o que impossibilitou esta análise. Outra 
metodologia possível para analisar a activação de PLCγ2 é a quantificação das respostas de mobilização 
do cálcio intracelular, o que será objecto de investigação futura.  





A caracterização funcional das interacções entre M2 e cada um dos parceiros celulares identificados, tais 
como PLCγ2, p85α, SHP2 e NCK1, carece de uma investigação mais aprofundada, que irá certamente 
contribuir para o esclarecimento do papel fisiológico desta proteína viral na modulação da célula B e de 
que forma esta manipulação facilita o estabelecimento inicial da latência. Apesar disso, o nosso estudo 
seguiu por um caminho alternativo. Optámos por focar a nossa atenção na influência que a proteína M2 
tem na interacção entre célula B e célula T, durante o processo de sinapse imunológica, igualmente 
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A localização justamembranar de M2 dependente do domínio rico em prolinas C-terminal e da 





A localização de uma proteína em regiões subcelulares particulares é geralmente determinada pela 
presença, na sua sequência de aminoácidos, de sequências-sinal específicas. Regra geral, na ausência 
de qualquer sinal as proteínas são libertadas para o citosol onde a sua síntese proteica é completada. 
Estas sequências-sinal tipo são cruciais para o correcto funcionamento da célula pois direccionam as 
proteínas para os sublocais celulares onde desempenham a sua função molecular. Para além disso, a 
presença destas sequências é também importante no estudo das proteínas pois pode fornecer 
indicações sobre as suas funções moleculares. No entanto, como referido anteriormente, na sequência 
de aminoácidos da proteína viral não existe nenhum motivo consenso óbvio que indique qual a 
distribuição celular de M2 nem que nos ajude a inferir a sua função biológica.  
 
A investigação da localização subcelular da proteína M2, realizada por vários grupos independentes, 
demonstrou que o padrão de distribuição desta proteína é dependente do tipo celular em que é 
expressa.  
Em células do tipo fibroblástico, epitelial ou endotelial, M2 encontra-se localizado preferencialmente no 
núcleo, e em quantidades mais reduzidas no citoplasma e associada à membrana plasmática (Liang et 
al., 2004; Rodrigues et al., 2006). Esta localização nuclear é dependente da região central básica de M2, 
constituída pelos aminoácidos positivos centrais (aa 66 a 99) e pela região rica em prolinas central (P67-
78), através da qual interage com a proteína citoplasmática p32, promovendo a sua translocação para o 
núcleo (Liang et al., 2004). Adicionalmente, foi também demonstrado que a porção de M2 localizada no 
citoplasma e junto à membrana plasmática está associada ao citosqueleto de actina, onde co-localiza 
com a proteína Vav1, estimulando a sua activação e promovendo o ruffling membranar (Rodrigues et al., 
2006).  




Ao contrário destes tipos celulares, em linfócitos B, a proteína viral encontra-se localizada 
predominantemente na região justamembranar, e em menor quantidade no citoplasma (Liang et al., 
2004; Macrae et al., 2003).     
Com o objectivo de realizar uma caracterização mais aprofundada da distribuição celular de M2, 
nomeadamente investigar se os seus motivos de ligação a domínios SH2 e SH3 desempenham um 
papel na determinação da sua localização subcelular em linfócitos B e de verificar se, também nestas 
células, a proteína viral co-localiza com a proteína Vav1 activada, a localização subcelular destas duas 
proteínas foi investigada por imunofluorescência em células A20.  
Por fim, o papel das cinases da família Src na localização subcelular de M2 foi averiguado através da 




4.2.1. A localização justamembranar de M2 é determinada pela região rica em prolinas C-terminal 
 
Devido à falta de anticorpos adequados para a detecção de M2 por imunofluorescência, a proteína viral e 
as suas formas mutadas foram clonadas em fusão com a proteína eGFP, na extremidade N-terminal. Por 
vezes, a clonagem de proteínas em fusão com outras de dimensões consideráveis, como é o caso de 
eGFP, pode fazer com que a proteína recombinante fique inactivada. Assim, para garantir que as 
proteínas recombinantes são funcionais, o estado de fosforilação de Vav1 no resíduo regulador Y
174
 foi 
investigado na ausência ou na presença destas. 
 
Com essa finalidade, células A20 foram electroporadas com plasmídeos que codificam as várias versões 
da proteína viral em fusão com eGFP ou com um plasmídeo controlo que codifica somente a proteína 
eGFP. Em paralelo, e como controlo positivo para a activação de Vav1, as células foram também 
electroporadas com um plasmídeo que codifica a proteína M2 selvagem em fusão com o epítopo Myc. A 
presença de M2-Myc foi previamente demonstrada como capaz de promover a fosforilação de Vav1 no 
resíduo Y
174 
e a consequente activação
 
da proteína (Rodrigues et al., 2006). Após a cultura, as células 
foram lisadas e os extractos celulares foram separados por SDS-PAGE. A análise dos lisados, por 
Western-blot com um anticorpo anti-GFP, revelou a presença de uma banda com peso molecular de, 
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aproximadamente, 60 kDa, correspondente às diferentes formas da proteína viral em fusão com EGPF 
(Figura 4.1., A, 3º painel, pistas 2 a 6). De realçar a não detecção de produtos resultantes da degradação 
das proteínas recombinantes (Figura 4.1., A, 3º painel, pistas 2 a 6). Adicionalmente, verificou-se que a 
expressão das proteínas eGFP-M2, eGFP-M2Y129F e, com menor intensidade, eGFP-M2Y120F 
promovem a fosforilação específica de Vav1 no resíduo Y
174 
(Figura 4.1., A, painel superior, pistas 2, 4 e 
5). Curiosamente, a fosforilação de Vav1 observada aquando da expressão de eGFP-M2 é mais intensa 
do que a observada sob a influência da proteína M2-Myc (Figura 4.1., A, painel superior, comparar pistas 
2 e 7).  
Para garantir que as diferenças observadas são autênticas, demonstrou-se a expressão equivalente de 
todas as proteínas transfectadas (Figura 4.1., A, 3º e 4º painéis) e a presença de quantidades 
equivalentes de proteína nos extractos (Figura 4.1., A, 2º painel). 
 
Uma vez confirmada a integridade e funcionalidade das proteínas recombinantes, a sua distribuição 
celular foi analisada. As células A20 foram novamente electroporadas com os plasmídeos que codificam 
as proteínas virais em fusão com eGFP. Após a cultura, as células foram fixadas e incubadas com um 
anticorpo que detecta especificamente a proteína Vav1 fosforilada no resíduo Y
174
 (anti-pY174Vav1). Por 
fim, as células foram ainda marcadas com faloidina conjugada com o fluorocromo rodamina, para a 
visualização do citosqueleto de actina e da integridade celular, antes de serem analisadas por 
microscopia confocal. A localização subcelular das diferentes formas da proteína viral é indicada pela 
emissão de fluorescência verde, devido à sua fusão com eGFP. As áreas de co-localização estão 
representadas a amarelo, azul e/ou branco, consoante as proteínas co-localizam duas a duas ou as três 
juntas.  
Corroborando os resultados publicados (Liang et al., 2004; Macrae et al., 2003), observou-se que M2 se 
localiza principalmente na região justamembranar, e em menor quantidade no citoplasma das células 
(Figura 4.1., B, painel b). No entanto, o citoplasma das células B é pequeno o que faz com que seja por 
vezes difícil distinguir a fluorescência associada à membrana da citoplasmática. A mesma distribuição 
celular foi observada com os mutantes eGFP-M2Y, eGFP-M2Y120F e eGFP-M2Y129F (Figura 4.1., B, 
painéis f, j e n, respectivamente), embora nos dois primeiros se observe um pouco mais de localização 
citoplasmática e até alguma localização nuclear. A possibilidade de M2 se localizar, esporadicamente, no 
núcleo das células B em quantidades reduzidas, foi anteriormente descrita (Liang et al., 2004; Macrae et 




al., 2003). Ao invés, o mutante M2P2 apresentou uma distribuição celular diferente das outras proteínas 
M2, localizando-se maioritariamente no núcleo, não sendo detectado associado à membrana plasmática 
(Figura 4.1., B, painel r). Estes resultados indicam assim que a localização celular de M2 na região 
justamembranar é dependente da região rica em prolinas C-terminal. O facto de, na análise Western-
blot, não se terem detectado produtos resultantes da degradação das proteínas recombinantes (Figura 
4.1., A, 3º painel, pistas 2 a 6), atesta a especificidade da fluorescência verde observada. 
Tal como verificado em células COS1 (Rodrigues et al., 2006), as diferentes versões da proteína viral co-
localizam com o citosqueleto de actina (Figura 4.1., B, painéis d, h, l e p), à excepção de M2P2 (Figura 
4.1., B, painel t). Consolidando os resultados descritos no capítulo anterior e na Figura 4.1., A, observa-
se mais uma vez que a presença da proteína M2 selvagem e do mutante Y129F promove a fosforilação 
de Vav1 no resíduo Y
174
 (Figura 4.1., B, painéis c e o). Como expectável, uma vez que as duas proteínas 
interagem in vivo, verificou-se uma forte co-localização de M2/M2Y129F com a forma activada de Vav1 
(Figura 4.1., B, painéis d e p), em domínios especializados na membrana plasmática e na região 
justamembranar de células B.  
 
A localização celular de M2, e das suas formas mutadas, na membrana plasmática foi quantificada por 
microscopia confocal através da análise de pelo menos 100 células, por condição experimental, 
seleccionadas ao acaso de duas experiências independentes. Os resultados obtidos demonstram que 
M2, M2Y, M2Y120F e M2Y129F, encontram-se localizados na região justamembranar em, 
aproximadamente, 90%, 65%, 85% e 90% das células observadas (Figura 4.1., C), respectivamente, 
comprovando assim a localização preferencial da proteína viral nestas regiões, em células B. Ao invés, 
só em raras ocasiões (menos de 5% das células observadas), M2P2 foi detectado na membrana (Figura 
4.1., C).  
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Figura 4.1. O domínio rico em prolinas C-terminal de M2 é responsável pela sua localização justamembranar 
em células B. Ver legenda na página seguinte.  




Figura 4.1. O domínio rico em prolinas C-terminal de M2 é responsável pela sua localização justamembranar 
em células B. (A) As diferentes versões da proteína viral em fusão com eGFP são funcionais e mantêm a 
capacidade de promover a fosforilação de Vav1. Células A20 foram electroporadas com plasmídeos que codificam 
as várias formas da proteína M2 em fusão com eGFP, ou a proteína M2 selvagem em fusão com o epitopo Myc, ou 
com um plasmídeo controlo que codifica a proteína eGFP sozinha (topo dos painéis). Após 24 horas em cultura, os 
extractos resultantes da lise celular, foram separados por SDS-PAGE e analisados por Western-blot com os 
anticorpos descritos à direita dos painéis. -, ausência; α, anti; WB, Western-blot. (B) Localização preferencial de M2 
na região justamembranar e co-localização com pY
174
Vav1, em células B. Células A20 a expressar as proteínas 
indicadas (esquerda dos painéis) foram plaqueadas em lamelas previamente revestidas com poly-L-lisina, fixadas 
com 4% PFA e sujeitas à análise, por imunofluorescência, da localização da proteína Vav1 fosforilada no resíduo 
Y
174
 (painéis c, g, k, o e s), ou do citosqueleto de actina, com faloidina conjugada com o fluorocromo rodamina 
(painéis a, e, i, m e q). A localização subcelular de M2 está representada a verde, devido à emissão de fluorescência 
verde pela proteína eGFP (painéis b, f, j, n e r). As áreas de co-localização estão representadas a amarelo, azul e/ou 
branco (painéis d, h, l, p e t). As imagens foram capturadas com um microscópio confocal (Zeiss LSM510 META) 
com uma ampliação de 63X. Os painéis mostram imagens representativas de cada condição experimental. (C) 
Quantificação da localização justamembranar de M2. Para a quantificação, a localização de M2, e das suas formas 
mutadas, na membrana foi quantificada através da análise de pelo menos 100 células, por condição, seleccionadas 
ao acaso de duas experiências independentes.  
 
4.2.2. A localização de M2 na região justamembranar dependente da expressão de cinases da 
família das Src.  
 
A observação de que o mutante M2P2 não se localiza na membrana plasmática indica que a localização 
subcelular da proteína viral, em células B, é dependente da região de M2 rica em prolinas, compreendida 
entre os resíduos de aminoácidos 153 a 172, e que inclui os 3 motivos PxxP C-terminais.  
Um dos modelos propostos para a fosforilação de Vav1, mediada pelo recrutamento de Fyn por M2, 
sugere que a proteína viral interage inicialmente com a cinase Fyn, ao nível da região justamembranar, 
através da ligação entre a região rica em prolinas C-terminal de M2 e o domínio SH3 de Fyn (Rodrigues 
et al., 2006). Este mecanismo propõe assim que a localização de M2 na membrana é regulada pelo seu 
recrutamento por Fyn, uma cinase da família Src localizada em ruffles membranares ricos em actina.  
 
Com o objectivo de comprovar esta hipótese realizaram-se experiências de imunofluorescência em 
células SYF, uma linha celular de fibroblastos embrionários provenientes de ratinhos B6/C57, deficiente 
para as três proteínas cinases de tirosinas da família Src de expressão ubíqua, Src, Yes e Fyn 
(Klinghoffer et al., 1999).    
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Células SYF foram transfectadas com plasmídeos que codificam as proteínas M2, M2Y ou M2P2 em 
fusão com eGFP, ou com um plasmídeo controlo que codifica somente a proteína eGFP. Após 48 horas 
em cultura, as células foram fixadas e marcadas com faloidina conjugada com o fluorocromo rodamina e 
com DAPI, para visualização do citosqueleto de actina e para a marcação do núcleo das células, 
respectivamente. Devido à sua fusão com eGFP, a localização subcelular das proteínas M2, M2Y e 
M2P2 é indicada pela emissão de fluorescência verde.  
Observou-se que, na ausência das cinases da família Src, a proteína viral selvagem se localizou 
predominantemente no núcleo das células, e em muito menor quantidade no citoplasma (Figura 4.2., A, 
painel g). Esta distribuição celular é, em parte, semelhante à verificada em estudos anteriores em células 
fibroblásticas (Liang et al., 2004; Rodrigues et al., 2006). No entanto, e contrariamente a esses estudos, 
nestas células não se observou a localização da proteína viral na região justamembranar. Ao invés, a 
proteína controlo eGFP, apresentou uma distribuição difusa por toda a célula (Figura 4.2., A, painel c). 
Os mutantes M2Y e M2P2 localizaram-se exclusivamente no núcleo das células (Figura 4.2., A, painel k 
e o). Adicionalmente, não se observou a formação de ruffles membranares como consequência da 
transfecção de M2 nem a co-localização com o citosqueleto de actina (Figura 4.2., A, painéis d, h, l, e p), 
ao contrário do que sucede em células COS1 (Rodrigues et al., 2006). Os ruffles membranares são um 
tipo de protuberância da membrana plasmática, originados pela reorganização do citosqueleto de actina. 
A sua formação é regulada pelas GTPases da família Rho/Rac e ocorre quando outras protuberâncias 
da membrana responsáveis pela locomoção celular, os lamelipódios, não conseguem aderir de forma 
estável ao substrato e dobram sobre a superfície dorsal da própria célula (Burridge and Wennerberg, 
2004).  
A não observação de ruffles sugere que, nestas células, M2 não consegue estimular a activação da 
actividade catalítica de Vav1 sobre Rac1, o que está de acordo com o papel crucial desempenhado pela 
interacção entre M2 e Fyn neste processo (Rodrigues et al., 2006).  
 
Para confirmar o papel crucial de Fyn na localização justamembranar de M2, repetimos a experiência de 
imunofluorescência em células SYF, co-expressando também a cinase, com o objectivo de resgatar o 
fenótipo da localização celular justamembranar da proteína viral. Assim, células SYF foram co-
transfectadas com plasmídeos que codificam as proteínas M2, M2Y ou M2P2 em fusão com eGFP, ou 
com um plasmídeo controlo que codifica somente a proteína eGFP, e com um plasmídeo que codifica a 




cinase Fyn. Após cultura e fixação, as células foram incubadas com o anticorpo apropriado para 
visualização da localização da proteína Fyn, e em seguida marcadas com DAPI, para visualização 
núcleo das células. A localização subcelular das proteínas M2, M2Y e M2P2, é indicada pela emissão de 
fluorescência verde resultante da fusão com eGFP. As áreas de co-localização estão representadas a 
amarelo e/ou verde-claro. 
Observou-se que a expressão conjunta de Fyn restaurou o padrão de distribuição celular típico da 
proteína viral, em células fibroblásticas. Ao contrário do verificado anteriormente, M2 e M2Y localizaram-
se agora na região justamembranar bem como no núcleo das células, e ainda em menor quantidade no 
citoplasma (Figura 4.2., B, painéis g e k). Para além disso, observou-se na presença de M2 a formação 
de ruffles membranares (Figura 4.2., B, painel g), nos quais co-localizam com Fyn (Figura 4.2., B, painel 
h). Ao invés, a localização do mutante M2P2 não se alterou significativamente devido à co-expressão da 
cinase, continuando localizado predominantemente no núcleo e verificando-se alguma localização no 
citoplasma (Figura 4.2., B, painel o). Igualmente, não se observou a formação de ruffles aquando da 
expressão deste mutante (Figura 4.2., B, painel o) nem qualquer co-localização com Fyn (Figura 4.2., B, 
painel p). Como seria de esperar, a distribuição celular da proteína controlo eGFP não foi alterada em 
função da co-expressão de Fyn (Figura 4.2., B, painel c).  
 
Em conjunto, estes resultados confirmam que a localização de M2 na região justamembranar de células 
A20 é dependente da expressão de uma cinase da família Src, neste caso Fyn.    
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Figura 4.2. A localização de M2 na região justamembranar dependente da expressão de cinases da 
família Src. Ver legenda na página seguinte. 




Figura 4.2. A localização de M2 na região justamembranar dependente da expressão de cinases da 
família Src. (A) Na ausência de cinases da família Src a proteína viral não se localiza na membrana plasmática. 
Células SYF, plaqueadas em lamelas previamente revestidas com poly-L-lisina, foram transfectadas com 
plasmídeos que codificam as proteínas M2, M2Y e M2P2 em fusão com eGFP, ou com um plasmídeo controlo que 
codifica a proteína eGFP (esquerda dos painéis). Após 48 horas em cultura, as células foram fixadas com 4% PFA e 
marcadas com faloidina conjugada com rodamina e DAPI para visualização do citosqueleto de actina (painéis b, f, j e 
n) e do núcleo (painéis a, e, i e m), respectivamente. A localização subcelular de M2 está representada a verde, 
devido à emissão de fluorescência verde pela proteína eGFP (painéis c, g, k e o). As imagens foram capturadas com 
um microscópio confocal (Zeiss LSM510 META) com uma ampliação de 63X. Os painéis mostram imagens 
representativas de cada condição experimental. (B) A sobre-expressão de Fyn resgata a capacidade de M2 se 
localizar na membrana plasmática. Células SYF, plaqueadas em lamelas previamente revestidas com poly-L-lisina, 
foram transfectadas com plasmídeos que codificam as proteínas M2, M2Y e M2P2 em fusão com eGFP, ou com um 
plasmídeo controlo que codifica a proteína eGFP, e com um plasmídeo que codifica a proteína Fyn (esquerda dos 
painéis). Após 48 horas em cultura, as células foram fixadas e incubadas com um anticorpo apropriado para a 
análise, por imunofluorescência, da localização de Fyn (painéis b, f, j e n). Por fim, as células foram ainda marcadas 
com DAPI para visualização do núcleo (painéis a, e, i e m). A localização subcelular de M2 está representada a 
verde, devido à emissão de fluorescência verde pela proteína eGFP (painéis c, g, k e o). As áreas de co-localização 
estão representadas a amarelo ou verde-claro (painéis d, h, l e p). As imagens foram capturadas com um 
microscópio confocal (Zeiss LSM510 META) com uma ampliação de 63X. Os painéis mostram imagens 




A realização de experiências de imunofluorescência teve como objectivo compreender o padrão de 
distribuição celular de M2 na membrana plasmática de células B, em especial a contribuição dos seus 
motivos de ligação a domínios SH2 e SH3 para essa mesma distribuição, desta forma contribuindo para 
um melhor conhecimento da sua função molecular. 
A localização subcelular preferencial da proteína viral na região justamembranar, em várias linhas 
celulares de células B, foi demonstrada por outros grupos de investigação (Liang et al., 2004; Macrae et 
al., 2003). Sendo M2 uma proteína citoplasmática, o que origina a sua localização na membrana não era, 
até à realização deste estudo, conhecido. 
 
Os resultados obtidos confirmam mais uma vez a capacidade que M2 e o mutante M2Y129F têm em 
promover a activação de Vav1, tal como verificado pela detecção de Vav1 fosforilada no resíduo 
regulador Y
174
, quer por análise Western-blot quer por imunofluorescência. Esta investigação 
demonstrou ainda que a localização justamembranar de M2 é determinada pela região rica em prolinas 
C-terminal. Com efeito, somente o mutante M2P2 não se localizou na membrana, apresentando uma 
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distribuição nuclear nas células B. Estes resultados demonstram igualmente que a localização 
justamembranar de M2 não é dependente da formação dos complexos multiproteicos anteriormente 
descritos uma vez que o padrão de localização da proteína selvagem foi equivalente ao dos mutantes 
M2Y e M2Y120F, os quais não conseguem nuclear a sua formação.  
Um estudo desenvolvido pelo nosso laboratório (Rodrigues et al., 2006) sugere que a interacção da 
região rica em prolinas C-terminal de M2 com o domínio SH3 de Fyn poderá ser o responsável pela 
localização da proteína viral na membrana plasmática. Nesse estudo, os autores não excluem no entanto 
a hipótese de M2 se ligar, através da região rica em prolinas C-terminal, a outro alvo intracelular que co-
localize a proteína viral com Fyn, na membrana plasmática. Uma vez co-localizados, as duas proteínas 
(Fyn e M2) ligar-se-iam, o que originaria a fosforilação de M2 mediada por Fyn.  
 
Os resultados aqui descritos suportam a primeira hipótese ao demonstrarem que a expressão de uma 
cinase da família Src é determinante para a localização justamembanar de M2. A sobre-expressão de 
Fyn em células SYF, deficientes em Src, Yes e Fyn, foi capaz de resgatar a localização justamembranar 
de M2 e M2Y que, ao contrário, na ausência da cinase, encontravam-se localizadas totalmente no 
núcleo. Concordantemente, sob a influência de Fyn, o mutante M2P2 manteve-se localizado no núcleo. 
Caso a localização de M2 na membrana fosse devido à interacção com outro alvo intracelular, em 
células SYF, mesmo na ausência de Fyn, M2 e o mutante M2Y localizar-se-iam na membrana, o que não 
se verificou. A diferença, neste caso, era que a proteína viral apesar de se localizar na membrana, não 
seria capaz de promover a activação de Vav1. Adicionalmente, investigações recentes do nosso 
laboratório demonstraram que a localização justamembranar de M2 em células B é independente da 
actividade cinásica das cinases da família Src (resultados não publicados). Este resultado sugere que a 
cinase está a recrutar directamente a proteína viral para a membrana e não a afectar indirectamente a 
sua localização através da fosforilação de uma outra proteína com a qual M2 interagisse ou da 
modulação do citoesqueleto de actina.   
Estas observações não excluem no entanto a hipótese de a localização justamembranar M2 ser 
dependente da presença de qualquer cinase da família Src. Na nossa investigação, sobre-expressámos 
somente Fyn, e portanto, não sabemos se as cinases Src e/ou Yes seriam também capazes de 
promover a mesma translocação. A apoiar esta possibilidade está o facto a cinase Yes ter sido também 
detectada em precipitados do péptido fosforilado de M2 - pY120, tal como demonstrado por experiências 




in vitro descritas no capítulo 2 desta tese. Adicionalmente, em células B A20, está também presente a 
cinase Lyn, cuja interacção com M2 foi confirma por experiências in vivo.  
 
Em conjunto, estes resultados confirmam assim que a localização M2 na região justamembranar, em 
células B, é determinada pela sua região rica em prolinas C-terminal e dependente da expressão de uma 








M2 polariza para a sinapse imunológica promovendo 









M2 polariza para a sinapse imunológica promovendo igualmente a  




O mecanismo de activação e diferenciação da célula B é dependente de dois eventos fundamentais: a 
ligação do antigénio ao BCR das células B naïve em circulação, e a interacção entre a célula B activada 
apresentadora de antigénio e as células T helper, nos órgãos linfóides secundários. Esta interacção 
entre as células B activadas e as células T helper proporciona os sinais de activação necessários para a 
expansão das células B e o estabelecimento da reacção de centro germinativo nos folículos. Uma vez 
nos centros germinativos as células B estabelecem novas interacções com células dendríticas 
apresentadoras de antigénio e com células T helper, que fornecem sinais complementares de 
sobrevivência e de diferenciação, possibilitando assim a diferenciação das células B do centro 
germinativo em células plasmáticas ou em células B de memória (Klein and Dalla-Favera, 2008). 
 
A interacção entre as células T helper e as células B apresentadoras de antigénio resulta na polarização 
do citosqueleto, e no recrutamento e segregação das moléculas existentes na superfície celular, 
originando a formação, na interface entre as duas células, de uma sinapse imunológica (SI) (Dustin and 
Cooper, 2000; van der Merwe, 2002). Adicionalmente, várias moléculas envolvidas em sinalização 
celular são recrutadas para a zona de contacto, onde desempenham um papel determinante não só na 
formação e manutenção dessa estrutura mas também na propagação intracelular dos sinais transmitidos 
na SI. Estas proteínas são semelhantes às que são recrutadas após a activação do BCR, e incluem, 
entre outras, PLCγ2, Vav1, PI3K, as proteínas adaptadoras NCK1 e SLP-76 e as cinases Lck, Fyn, Lyn e 
AKT (Friedl et al., 2005), o que sugere que as vias de sinalização celular activadas após a estimulação 
do BCR e a formação de SI são provavelmente idênticas. 
 
Os resultados publicados até à realização deste estudo, sobre o papel da proteína M2 do vírus MuHV-4, 
demonstram que esta funciona como uma proteína modeladora das vias de sinalização de células B de 
forma a promover a colonização eficiente dos folículos linfóides, durante o estabelecimento da latência. A 
descoberta de que M2 promove a nucleação de um sinalossoma constituído por proteínas que estão 




também envolvidas na sinalização da SI, resultando pelo menos na fosforilação de PLCγ2 e Vav1, e na 
activação da via regulada por esta última, sugere que a proteína viral pode ter como função manipular as 
vias de sinalização celular controladas por essas proteínas de forma a induzir um estado pro-sináptico na 
célula B infectada. Através da promoção do estado pro-sináptico, M2 seria capaz de atrair a ajuda da 
célula T helper, independentemente da presença de antigénio específico, facilitando a colonização dos 
folículos, a iniciação da reacção de centro germinativo, a diferenciação celular e o consequente 
estabelecimento de latência pelo vírus. A observação de que a presença das células T CD4+ (Stevenson 
et al., 2009) e de que a via normal de activação de células B, através da ligação CD40-CD40L (Kim et 
al., 2003), são essenciais para o normal estabelecimento de latência, apoia esta hipótese. 
 
A modulação por uma proteína viral das vias de sinalização celulares e da formação da sinapse 
imunológica não é um fenómeno novo. Como tal, foram identificadas várias proteínas de vírus 
linfotrópicos que desempenham um papel na modulação da sinapse. Em especial, a proteína K5 do 
herpesvírus associado ao sarcoma de Kaposi foi identificada como sendo o primeiro modelador viral 
conhecido da formação da sinapse imunológica (Coscoy and Ganem, 2001; Rezaee et al., 2006). Esta 
proteína bloqueia a apresentação dos antigénios virais através da regulação negativa das moléculas 
MHC-I, CD86 e da proteína de adesão ICAM-1 (Coscoy and Ganem, 2001; Rezaee et al., 2006). Outro 
exemplo é constituído pela proteína Tip do herpervírus saimiri, que através da interacção com a cinase 
Lck, impede o recrutamento de proteínas para a sinapse, bloqueando assim a sua formação (Cho et al., 
2004). Por fim, foi demonstrado que a proteína Nef do vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1), 
reduz significativamente a formação de conjugados, e quando estes se formam, a sinapse imunológica é 
deficiente (Fackler et al., 2007; Thoulouze et al., 2006). Na presença de Nef, as moléculas do TCR e da 
cinase Lck acumulando-se em vesículas endocíticas, não sendo correctamente direccionadas para a 
sinapse imunológica, o que resulta numa diminuição dos níveis de fosforilação em resíduos de tirosina 
ao nível da sinapse (Fackler et al., 2007; Thoulouze et al., 2006).  
 
Com a finalidade de investigar se M2 desempenha um papel na formação da sinapse imunológica, foram 
efectuadas experiências de conjugação utilizando sistemas in vitro para a formação de sinapse entre 
células B e células T. Assim, começámos por analisar a localização subcelular de M2 no contexto da 
formação da sinapse. Esta foi averiguada, por microscopia confocal, primeiramente num sistema mais 
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artificial em que se induziu a formação de sinapse entre células B Raji e células T Jurkat, e em seguida 
num sistema mais fisiológico mais significativo e específico utilizando células B A20 e células T CD4+ Tg 
DO11.10. Neste último sistema, a capacidade de M2 promover a formação da sinapse imunológica 
independentemente da ajuda do antigénio foi também investigada, por microscopia confocal e por 




5.2.1. M2 polariza para a sinapse imunológica no sistema in vitro de conjugação entre célula T 
Jurkat e célula B Raji  
 
A existência de sistemas modelo para o estudo in vitro da sinapse imunológica entre uma célula T e uma 
célula apresentadora de antigénio foi determinante para a compreensão deste fenómeno biológico, quer 
em termos moleculares quer em termos funcionais. No entanto, todos estes modelos apresentam 
vantagens e desvantagens, e portanto devem ser escolhidos cautelosamente de acordo com o objectivo 
do estudo. Um dos modelos celulares mais comuns para o estudo da sinapse imunológica entre células 
T e células B é o sistema célula T Jurkat/célula B Raji. Isto deve-se ao facto de estas células serem 
facilmente manipuláveis e de existirem linhas com mutações somáticas em vários genes de interesse, o 
que permite estudar a sua contribuição para a formação, manutenção e funcionamento da sinapse. 
Apesar da sua grande utilização, este sistema constituiu um modelo não fisiológico, uma vez que as 
células T Jurkat são deficientes para a expressão da fosfatase PTEN (Shan et al., 2000), de algumas 
moléculas de adesão e de outras moléculas acessórias. Para além disso, para induzir a formação de 
sinapse neste sistema celular é essencial a presença de superantigénio, pois o antigénio nominal das 
células T Jurkat não é conhecido (Huppa and Davis, 2003). 
A possibilidade de se transduzir com retrovírus células T primárias, estimuladas in vitro, faz com que 
estas possam substituir a utilização de linhas de células T, tornando assim o sistema celular artificial num 
sistema fisiológico.   
 
A investigação do papel de M2 na formação da sinapse imunológica foi iniciada através da análise da 
sua localização subcelular, aquando da formação da sinapse. Com esse objectivo, células B Raji foram 




electroporadas com plasmídeos que codificam as várias versões da proteína viral em fusão com eGFP. 
Depois de 24 horas em cultura, as células B Raji foram não incubadas ou incubadas com o 
superantigénio (SEE, Staphylococcal Enterotoxin E) e em seguida, incubadas com células T Jurkat, 
previamente marcadas com CMAC, para promover a formação de conjugados. Os detalhes 
experimentais para a formação da sinapse imunológica encontram-se descritos no capítulo “Materiais e 
Procedimentos Experimentais”, secção 8.11.2.1. Após a indução da formação da sinapse imunológica, 
os conjugados foram fixados e sujeitos a imunofluorescência com um anticorpo que detecta 
especificamente a proteína vav1 fosforilada no resíduo Y174 (anti-pY174Vav1). Por fim, os conjugados 
foram ainda marcados com faloidina conjugada com o fluorocromo rodamina, para a visualização do 
citosqueleto de actina, antes de serem analisados por microscopia confocal. A localização subcelular das 
diferentes formas da proteína viral é indicada pela emissão de fluorescência verde, devido à sua fusão 
com eGFP, e a células T Jurkat foram visualizada pela emissão de fluorescência azul devido ao 
marcador CMAC. A co-localização da proteína viral com pY174Vav1 está representada a branco.  
 
Os resultados obtidos demonstram que, após a indução da formação da sinapse imunológica, a proteína 
M2 e o mutante M2Y129F polarizam para a zona de contacto na interface entre as duas células (Figura 
5.1., A, painéis c e r), onde co-localizam com a pY174Vav1 (Figura 5.1., A, painéis e e t). Contrariamente, 
os mutantes M2Y, M2Y120F e M2P2, não polarizaram para a zona de contacto (Figura 5.1., A, painéis h, 
m e w) e portanto não co-localizam totalmente com pY174Vav1 na sinapse (Figura 5.1., A, painéis, j, o e 
y). Os mutantes M2Y e M2Y120F localizam-se maioritariamente na membrana plasmática (Figura 5.1., 
A, painéis h e m), enquanto o mutante M2P2 localiza-se no núcleo (Figura 5.1., A, painel, w).   
A polarização para a zona de contacto de pY174Vav1 (Figura 5.1., A, painéis b, g, l, q e v) e do 
citosqueleto de actina (Figura 5.1., A, painéis a, f, k, p e u) funciona como um marcador da formação de 
uma sinapse imunológica madura. 
 
A quantificação da fluorescência, ao longo de uma linha traçada desde a extremidade da célula 
transfectada até à zona de contacto (Figura 5.1., A, painéis e, j, o, t e y, seta encarnada), está 
representada nos gráficos à direita dos painéis, e demonstra mais uma vez que a fluorescência de 
M2/M2Y129F e pY174Vav1 aumenta dramaticamente na sinapse (1º e 4º gráficos, linhas verde e rosa). 
Como seria de esperar, nos conjugados em que estão presentes os mutantes M2Y, M2Y120F e M2P2, 
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só se observa o aumento da fluorescência de pY174Vav1 e da actina na zona de contacto (2º, 3º e 5º 
gráficos, linhas rosa e encarnada).    
 
Por fim, a polarização da proteína viral para a sinapse imunológica foi quantificada por microscopia 
confocal, através da análise de pelo menos 100 conjugados, por condição experimental, seleccionados 
ao acaso de três experiências independentes. Os resultados obtidos comprovam a polarização de M2 e 
M2Y129F para a sinapse em 78 ± 0.03% e 74 ± 0.03% dos conjugados, respectivamente (Figura 5.1., B). 
Contrariamente, a polarização dos mutantes M2Y, M2Y120F e M2P2 para a zona de contacto foi 
detectada muito ocasionalmente em 19 ± 0.01%, 12 ± 0.03% e 1 ± 0.01% dos conjugados, 
respectivamente (Figura 5.1., B).   
 
Em conjunto, estas observações demonstram que a proteína viral polariza para a sinapse imunológica e 
que esta localização depende dos motivos PxxP C-terminais e da tirosina Y120 de M2, e 
consequentemente da formação do sinalossoma, uma vez que só as proteínas virais que promovem a 
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Figura 5.1. A polarização de M2 para a sinapse imunológica é dependente da montagem do sinalossoma. Ver 
legenda na página seguinte. 
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Figura 5.1. A polarização de M2 para a sinapse imunológica é dependente da montagem do sinalossoma. (A) 
Co-localização subcelular de M2 e pY174Vav1 na sinapse imunológica no sistema artificial célula T Jurkat/célula B 
Raji. Células B Raji transfectadas com os plasmídeos que codificam as proteínas indicadas à esquerda da figura 
foram primeiramente incubadas com superantigénio (SEE) e depois com células T Jurkat, previamente marcadas 
com o corante vital CMAC (painéis d, i, n, s e x), para promover a formação de conjugados. Os conjugados foram 
analisados para a localização de pY174Vav1 (painéis b, g, l, q e v), por imunofluorescência, do citosqueleto de actina 
com faloidina conjugada ao fluorocromo rodamina (painéis a, f, k, p e u), ou das proteínas M2 em fusão com eGFP 
(painéis c, h, m, r e w). A co-localização de M2/M2Y129F e pY174Vav1 está representada a branco (painéis e, j, o, t e 
y). A distribuição das proteínas na célula foi analisada medindo a intensidade relativa das suas fluorescências ao 
longo de uma linha traçada desde uma extremidade da célula transfectada até à zona de contacto (ver seta 
encarnada na imagem de sobreposição) e está representada nos correspondentes gráficos à direita das imagens. 
As imagens foram adquiridas num microscópio confocal LSM510 META (Zeiss) com uma objectiva Plan-Apochromat 
de 63x (1.4 óleo) e zoom electrónico 3, e analisadas com o programa AimImageBrowser (Zeiss LSM data server, 
Zeiss). As imagens apresentadas são representativas de cada condição transfectada. (B) Quantificação da 
polarização das várias formas de M2 para a sinapse imunológica. Para a quantificação, a localização subcelular das 
proteínas M2 foi analisada em 100 conjugados seleccionados ao acaso de três experiências independentes. Os 
valores apresentados correspondem à média das três experiências e as barras de erro representam o erro padrão 
da média.             
 
5.2.2. A polarização de M2 para a sinapse imunológica promove a aproximação do MTOC da 
célula B, no sistema célula B A20/célula T CD4
+
 Tg DO11.10 
 
Como referido anteriormente o sistema celular artificial constituído por células B Raji e células T Jurkat 
requer a presença de superantigénio para a indução da formação da sinapse imunológica. Para excluir a 
possibilidade de o resultado acima descrito ser devido ao superantigénio, a polarização de M2 para a 
sinapse foi confirmada num sistema fisiológico, constituído por células B A20 e células T CD4+ 
transgénicas, purificadas de ratinhos Balb/c DO11.10. Estes ratinhos têm a particularidade de possuir um 
transgene que codifica um TCR específico para o péptido de OVA (OVAp, ISQAVHAAHAEINEAGR, aa 
323-339), em mais de 90% das células T periféricas.  
As células T CD4+ Tg utilizadas neste estudo foram purificadas do baço de ratinhos DO11.10, e a sua 
pureza foi analisada por citometria de fluxo (Figura 5.2., A).  
Para garantir que este sistema celular é funcional, a capacidade das células T CD4+ Tg DO11.10 
formarem sinapses imunológicas com células B A20, foi averiguada por microscopia confocal. Assim, 
células B A20 foram não incubadas ou incubadas, durante a noite, com uma concentração saturante do 
péptido de OVA, e em seguida marcadas com CMTMR (emite fluorescência encarnada), antes de serem 
incubadas com células T CD4+ Tg DO11.10, para promover a formação de conjugados. Os conjugados 




foram fixados e sujeitos à análise, por imunofluorescência, da localização de diferentes moléculas 
indicadoras da formação de uma sinapse imunológica madura, tais como, INFγ, PKCθ e o MTOC.  
Aquando da formação da sinapse verifica-se a produção de IFNγ e PKCθ pela célula T, bem como a sua 
translocação para a zona de contacto onde se acumulam (Kupfer et al., 1991; Monks et al., 1998; 
Reichert et al., 2001), e a polarização do MTOC da célula efectora (célula T) para a zona de contacto 
(Kupfer and Singer, 1989; Kupfer et al., 1987), o que indica a formação de uma sinapse imunológica 
funcional.  
 
Observa-se, na presença do péptido de OVA específico e independentemente do tempo de conjugação 
seleccionado, a formação de sinapse imunológica entre os dois tipos celulares (Figura 5.2., B, painéis a 
– o), com a consequente produção e polarização de IFNγ (Figura 5.2., B, painéis b, g, l e q) e da PKCθ 
(painéis c, h, m e r), e a polarização do MTOC (painéis d, i, n e s), para a zona de contacto da célula T. 
Ao invés, na ausência de OVAp, não se observa a formação de sinapse imunológica (Figura 5.2., B, 
painéis p – t). Por vezes, constata-se a existência de alguns conjugados. No entanto, a formação destes 
não é acompanhada da translocação, para a zona de contracto, de nenhum dos marcadores da sinapse 
(Figura 5.2., B, painéis p – t).  
 
Estes resultados demonstram que o sistema célula B A20/célula T CD4+ Tg DO11.10 constitui um 
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Figura 5.2. O sistema célula A20/célula T CD4
+
 Tg DO11.10 como modelo celular para o estudo da sinapse 
imunológica entre células B e T. (A) Análise por citometria de fluxo da pureza da população celular T CD4+ Tg 
DO11.10, utilizada neste estudo. O baço de um ratinho DO11.10 foi removido e as células T CD4+ foram purificados 
a partir da suspensão de esplenócitos, utilizando o Kit comercial para isolamento magnético de células T CD4+ 
(MACS, Miltenyi Biotec), de acordo com as instruções do fabricante. Para a análise da pureza, as células purificadas 
foram marcadas com um anticorpo anti-CD4 e com um anticorpo anti-TCR DO11.10, e analisadas com um 
FACSCalibur utilizando o programa CellQuest (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA). Os 
resultados obtidos foram analisados com o programa FlowJo v6.4.7 (Tree Star, Inc.). Consistentemente obtiveram-
se, para as células T CD4+, níveis de pureza superiores ou iguais a 98%, enquanto a percentagem de células T 
CD4+ com TCR específico para OVAp (T CD4+ Tg DO11.10) é cerca de 93%. (B) Implementação do sistema celular 
célula A20/célula T CD4+ Tg DO11.10 para o estudo da sinapse imunológica. Células B A20 foram não incubadas ou 
incubadas, durante a noite, com 10 µM de OVAp (à direita dos painéis) e em seguida marcadas com o corante vital 
CMTMR (a encarnado), antes de serem incubadas com células T CD4+ Tg DO11.10, durante 60 (painéis a – e), 105 
(painéis f – j) ou 150 minutos (painéis k – o), para promover a formação de conjugados. Os conjugados foram 
analisados, por imunofluorescência, para a localização de IFNγ (painéis b, g, l e q, a encarnado), de PKCθ (painéis 
c, h, m e r, a azul) e do MTOC (painéis d, i, n e s, a verde). A co-localização das proteínas está representada na 
última coluna (painéis e, j, o e t). Para averiguar a integridade das células, os conjugados foram também analisados 
por microscopia DCI (painéis a, f, k e p). As imagens foram adquiridas num microscópio confocal LSM510 META 
(Zeiss) com uma objectiva Plan-Apochromat de 63x (1.4 óleo) e zoom electrónico 3, e analisadas com o programa 
AimImageBrowser (Zeiss LSM data server, Zeiss). As imagens apresentadas são representativas de cada condição 
transfectada. 
 
Uma vez implementado o sistema in vitro, fisiológico para a formação de sinapses entre células B A20 e 
células T CD4+ Tg DO11.10, a polarização de M2 para a zona de contacto neste mesmo sistema foi 
analisada. Adicionalmente, investigou-se a capacidade da proteína viral promover a formação da sinapse 
imunológica na ausência de antigénio específico. 
Com essa finalidade, células B A20 a expressar as diferentes formas da proteína viral em fusão com 
eGFP foram não incubadas ou incubadas, durante a noite, com uma concentração saturante de OVAp, e 
em seguida incubadas com células T CD4+ Tg DO11.10, para promover a formação de conjugados. 
Após 105 minutos de conjugação, os conjugados foram fixados e sujeitos à análise, por 
imunofluorescência, da localização subcelular de INFγ. A localização subcelular das diferentes formas de 
M2 é indicada mais uma vez pela emissão de fluorescência verde, devido à sua fusão com eGFP. 
 
A observação dos conjugados, por microscopia confocal, revelou que na ausência de OVAp, M2 não é 
capaz, por si só, de promover a formação da sinapse imunológica (Figura 5.3., painéis y, z, A e B), não 
se tendo observado a formação de conjugados nem a produção de IFNγ pela célula T. Ao contrário, nas 
amostras em que as células B foram incubadas previamente com uma concentração elevada de OVAp, 
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verifica-se a formação de sinapse imunológica (Figura 5.3., painéis a – x), o que resultou na activação da 
célula T. Em conformidade com este facto está a produção de INFγ pela célula T e a sua polarização 
para a zona de contacto na interface entre as duas células (Figura 5.3., painéis c, g, k, o, s e w). 
Observou-se ainda que a formação da sinapse imunológica, induzida por OVAp, não é afectada pela 
presença de nenhuma das versões da proteína viral nem pela proteína controlo eGFP, uma vez que 
ocorreu normalmente independentemente da proteína expressa nas células B A20. Por fim, estes 
resultados confirmam mais uma vez que M2 e o mutante M2Y129F polarizam para a zona de contacto 
da sinapse (Figura 5.3., painéis f e r) enquanto os mutantes M2Y, M2Y120F e M2P2 não (Figura 5.3., 
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Figura 5.3. M2 polariza para a sinapse imunológica no sistema fisiológico célula B A20/célula T CD4
+
 Tg 
DO11.10. Ver legenda na página seguinte. 




Figura 5.3. M2 polariza para a sinapse imunológica no sistema fisiológico célula B A20/célula T CD4
+
 Tg 
DO11.10. Células B A20 transfectadas com os plasmídeos que codificam as proteínas indicadas à esquerda da 
figura e sorteadas para a expressão de eGFP, foram não incubadas ou incubadas durante a noite com 10 µM de 
OVAp (direita da figura), e em seguida incubadas com células T CD4+ Tg DO11.10, durante 105 minutos, para 
promover a formação de conjugados. Os conjugados foram analisados para a localização de IFNγ (painéis c, g, k, o, 
s, w e A), por imunofluorescência, ou das proteínas M2 em fusão com eGFP (painéis b, f, j, n, r, v e z). A co-
localização das proteínas está representada na última coluna (painéis d, h, l, p, t, x e B). Para averiguar a 
integridade das células, os conjugados foram também analisados por microscopia DCI (painéis a, e, i, m, q, u e y). 
As imagens foram adquiridas num microscópio confocal LSM510 META (Zeiss) com uma objectiva Plan-Apochromat 
de 63x (1.4 óleo) e zoom electrónico 3, e analisadas com o programa AimImageBrowser (Zeiss LSM data server, 
Zeiss). As imagens apresentadas são representativas de cada condição transfectada.  
 
A observação anterior demonstra que M2 não é capaz de substituir, por si só, o estímulo fornecido pelo 
péptido de OVA, de forma a induzir a formação da sinapse imunológica. Por esta razão, questionámo-
nos qual seria então o papel de M2 na sinapse. Uma possibilidade é a modificação da estrutura da 
sinapse. Ao nuclear a formação de um sinalossoma constituído por proteínas que desempenham um 
papel na sinapse imunológica, M2 poderia modelar o recrutamento dessas proteínas para a zona de 
contacto e assim alterar não só a sua composição proteica como também a sua organização espacial. 
Como a estrutura da sinapse imunológica é um reflexo da sua função (Friedl et al., 2005), a alteração da 
composição e organização desta estrutura por M2, poderia significar que a proteína viral era capaz de 
modificar a função da sinapse imunológica.  
Assim, apesar de a polarização de IFNγ ser normal, decidimos repetir a experiência de conjugação mas 
analisando agora a localização de outras moléculas importantes para a formação da sinapse, como a 
PKCθ e a polarização do MTOC. 
 
Os resultados obtidos corroboram os anteriores no sentido em que demonstram mais uma vez a 
necessidade de OVAp para a formação de sinapse imunológica, e a translocação de M2 e M2Y129F 
para a zona de contacto (Figura 5.4., A, painéis g e v). Na ausência de péptido, M2 não foi capaz de 
promover a formação de conjugados, e nas poucas situações em que estes se formam 
inespecificamente, não se observa a produção e polarização de PKCθ nem a translocação do MTOC da 
célula T para a zona de contacto (Figura 5.4., A, painéis E, F, G, H e I). À semelhança do verificado 
anteriormente para IFNγ, também a produção e polarização de PKCθ (Figura 5.4., A, painéis c, h, m, r, w 
e B), e a polarização do MTOC (Figura 5.4., A, painéis d, i, n, s, x e C), para a sinapse na célula T, 
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parecem não ser afectadas pela proteína viral, independentemente da versão de M2 expressa, ou pela 
presença de eGFP.  
Constata-se, contudo, que o MTOC da célula B está mais polarizado para a zona de contacto quando 
M2, ou o mutante M2Y129F, estão presentes (Figura 5.4., A, painéis i e x). Em todas as outras situações 
o MTOC da célula B encontra-se bastante afastado da sinapse (Figura 5.4., A, painéis d, n, s, C e H). A 
quantificação das distâncias do MTOC da célula B para o centro da zona de contacto demonstra que 
este se encontra, aproximadamente, a uma distância média de 4.5 µm e 4.4 µm nas células em que a 
proteína viral selvagem ou o mutante M2Y129F são expressos, respectivamente (Figura 5.4., B). Ao 
invés, quando a proteína controlo eGFP, ou os mutantes M2Y, M2Y120F e M2P2 estão presente, a 
distância média do MTOC da célula B é, respectivamente, 7.6 µm, 6.6 µm, 6.0 µm e 6.4 µm (Figura 5.4., 
B). A distribuição destas distâncias encontra-se representada sob a forma de histograma na Figura 5.4. 
C.        
 
Finalmente, a polarização de M2 para a sinapse imunológica foi igualmente quantificada neste sistema 
celular fisiológico, tal como descrito anteriormente. Os resultados obtidos demonstram que em 
aproximadamente 65 ± 0.03% e 70 ± 0.05% dos conjugados visualizados, M2 e M2Y129F, 
respectivamente, polarizam para a sinapse (Figura 5.4., C). Adicionalmente, tal como no sistema artificial 
célula T Jurkat/célula B Raji, também aqui os mutantes M2Y e M2Y120F polarizaram apenas em, 
aproximadamente, 1 ± 0.01% e 9 ± 0.04% dos conjugados, respectivamente (Figura 5.4., C,). O mutante 
M2P2 por sua vez não polarizou nunca para a sinapse (Figura 5.4. C). 
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polarizado não polarizado  
 
Figura 5.4. A proteína M2 polariza para a zona de contacto e promove a aproximação do MTOC da célula B 
para a sinapse imunológica, após um tempo longo de incubação. Ver legenda na página seguinte. 
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Figura 5.4. A proteína M2 polariza para a zona de contacto e promove a aproximação do MTOC da célula B 
para a sinapse imunológica, após um tempo longo de incubação. (A) Células B A20 transfectadas com os 
plasmídeos que codificam as proteínas indicadas à esquerda da figura, sorteadas para a expressão de GFP, foram 
não incubadas ou incubadas durante a noite com 10 µM de OVAp (direita da figura), e em seguida incubadas com 
células T CD4+ DO11.10, durante 105 minutos, para promover a formação de conjugados. Os conjugados foram 
analisados, para a localização de PKCθ (painéis c, h, m, r, w, B e G) e do MTOC (painéis d, i, n, s, x, C e H), por 
imunofluorescência, ou das proteínas M2 em fusão com eGFP (painéis g, l, q, v, A e F). A co-localização das 
proteínas está representada na última coluna (painéis e, j, o, t, y, D e I). Para averiguar a integridade das células, os 
conjugados foram também analisados por microscopia DCI (painéis a, f, k, p, u, z e E). As imagens foram adquiridas 
num microscópio confocal LSM510 META (Zeiss) com uma objectiva Plan-Apochromat de 63x (1.4 óleo) e zoom 
electrónico 3, e analisadas com o programa AimImageBrowser (Zeiss LSM data server, Zeiss). As imagens 
apresentadas são representativas de cada condição transfectada. (B e C) Quantificação da polarização do MTOC da 
célula B para a sinapse imunológica. A distância do MTOC da célula B para o cSMAC (Supramolecular activation 
complex) foi medida em 100 conjugados seleccionados ao acaso de três experiências independentes, utilizando o 
programa AimImageBrowser (Zeiss LSM data server, Zeiss). A distribuição das distâncias medidas e as respectivas 
médias estão representadas no gráfico à esquerda (B) ou sob a forma de histograma (C). Cada símbolo representa 
a distância do MTOC da célula B de um conjugado individual. (D) Quantificação da polarização das proteínas M2 
para a sinapse imunológica. Para a quantificação, a localização subcelular das proteínas M2 foi analisada em 100 
conjugados seleccionados ao acaso de três experiências independentes. Os valores apresentados correspondem à 
média das três experiências e as barras de erro representam o erro padrão da média.             
 
A translocação do MTOC para o centro da sinapse imunológica é um processo crucial que modela a 
formação da sinapse e a activação da célula T. Esta polarização ocorre logo após a ligação do TCR ao 
antigénio específico, sendo geralmente visível dentro de 2 a 5 minutos após o início da formação da 
sinapse (Martin-Cofreces et al., 2008; Sancho et al., 2002). 
Devido ao facto de a translocação do MTOC ser um evento bastante inicial, decidimos investigar se a 
polarização observada do MTOC da célula B para a sinapse era mais significativa para tempos de 
conjugação mais curtos. Para além disso, e uma vez que a polarização do MTOC influência a 
fosforilação em resíduos de tirosina das moléculas constituintes da sinapse (Martin-Cofreces et al., 
2008), resolvemos também observar se existem diferenças no estado de fosforilação desses resíduos na 
zona de contacto.   
Com essa finalidade, a experiência de conjugação anterior foi repetida, tendo as células sido incubadas 
durante somente 15 minutos, para permitir a formação de conjugados. Após a formação dos conjugados, 
estes foram fixados e analisados por imunofluorescência com um anticorpo que detecta proteínas 
fosforiladas em resíduos de tirosinas (pTyr) e outro que detecta o citosqueleto de tubulina, novamente 
para a visualização do MTOC. 
 




Corroborou-se mais uma vez a incapacidade de M2 promover a formação de conjugados na ausência de 
péptido específico (Figura 5.5, A, painéis E, F, G, H e I), e a polarização da proteína viral selvagem e do 
mutante M2Y129F para a sinapse (Figura 5.5., A, painéis g e v). Como expectável, os mutantes M2Y, 
M2Y120F e M2P2 não polarizaram para a sinapse (Figura 5.5., A, painéis l, q e A). Esta observação 
demonstra que a polarização da proteína viral para a zona de contacto é um acontecimento bastante 
inicial no processo de formação da sinapse imunológica. Adicionalmente, verificou-se que nos 
conjugados em que M2 e M2Y129F estão presentes, o MTOC da célula B está igualmente polarizado 
para a sinapse (Figura 5.5., A, painéis i e x) e que nas outras situações não (Figura 5.5., A, painéis d, n, 
s e c). A distância média do MTOC da célula B aquando da expressão de M2 é de 4.1 µm e na presença 
de M2Y129F é de 4.4 µm (Figura 5.5., B). Nas amostras em que está presente a proteína controlo eGFP, 
ou os mutantes M2Y, M2Y120F e M2P2, as distâncias médias dos MTOC são de 7.4 µm, 6.5 µm, 6.1 µm 
e 6.6 µm (Figura 5.5., B), respectivamente. Assim, os resultados da distância média do MTOC da célula 
B, obtidos para cada amostra, são iguais após um tempo de conjugação curto (15 minutos) ou longo 
(105 minutos). Verificou-se ainda que nos conjugados entre células B que expressam M2 ou M2Y129F e 
células T, o nível de fosforilação em resíduos de tirosina observado na sinapse é superior (Figura 5.5., A, 
comparar painéis h e w com painéis c, m, r e B). Apesar de não se conseguir dizer com certeza de que 
lado da sinapse se produz este aumento, se no lado da célula B, no lado da célula T, ou em ambos, o 
facto de as moléculas fosforiladas co-localizarem com a proteína viral, parece indicar que esse aumento 
de fosforilação se dá no lado da célula B (Figura 5.5., A, painéis j e y). Como seria de esperar, devido à 
incubação das células com OVAp, nos conjugados em que estão presentes as proteína eGFP, M2Y, 
M2Y120F ou M2P2, observa-se também a presença de proteínas fosforiladas em resíduos de tirosina 
(Figura 5.5., A, painéis c, m, r e B). No entanto, a sua quantidade parece ser menor e parecem estar 
restringidas ao lado da sinapse da célula T.    
  
Mais uma vez, a quantificação da polarização da proteína viral para a sinapse imunológica, ao fim de 15 
minutos de conjugação, corrobora os resultados anteriores. Nestas condições, em aproximadamente, 64 
± 0.07% e 61 ± 0.01% dos conjugados visualizados, M2 e M2Y129F polarizam para a sinapse, 
respectivamente (Figura 5.5., C). A percentagem de polarização do mutante M2Y120F foi de cerca de 17 
± 0.05%, enquanto os mutantes M2Y e M2P2 não polarizaram nunca para a sinapse (Figura 5.5., C).  
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Conjuntamente, estes resultados demonstram que M2 não é capaz de induzir a formação da sinapse 
imunológica na ausência de antigénio específico, e que a expressão da proteína viral promove a rápida 
polarização do MTOC da célula B para a zona de contacto da sinapse, independentemente do tempo de 
conjugação das células. 
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Figura 5.5. A proteína M2 promove a aproximação do MTOC da célula B para a sinapse imunológica, após 
um tempo curto de incubação. Ver legenda na página seguinte. 
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Figura 5.5. A proteína M2 promove a aproximação do MTOC da célula B para a sinapse imunológica, após 
um tempo curto de incubação. (A) Células B A20 a expressar as proteínas indicadas à esquerda da figura foram 
não incubadas ou incubadas durante a noite com 10 µM de OVAp (direita da figura), e em seguida incubadas com 
células T CD4+ DO11.10 durante 15 minutos, para promover a formação de conjugados. Os conjugados foram 
analisados, para a localização de proteínas fosforiladas em resíduos de tirosina (pTyr, painéis c, h, m, r, w, B e G) e 
do MTOC (painéis d, i, n, s, x, C e H), por imunofluorescência, ou das proteínas M2 em fusão com eGFP (painéis g, 
l, q, v, A e F). A co-localização das proteínas está representada na última coluna (painéis e, j, o, t, y, D e I). Para 
averiguar a integridade das células, os conjugados foram também analisados por microscopia DCI (painéis a, f, k, p, 
u, z e E). As imagens foram adquiridas num microscópio confocal LSM510 META (Zeiss) com uma objectiva Plan-
Apochromat de 63x (1.4 óleo) e zoom electrónico 3, e analisadas com o programa AimImageBrowser (Zeiss LSM 
data server, Zeiss). As imagens apresentadas são representativas de cada condição transfectada. (B e C) 
Quantificação da polarização do MTOC da célula B para a sinapse imunológica. A distância do MTOC da célula B 
para o cSMAC foi medida em 100 conjugados seleccionados ao acaso de três experiências independentes, 
utilizando o programa AimImageBrowser (Zeiss LSM data server, Zeiss). A distribuição das distâncias medidas e as 
respectivas médias estão representadas no gráfico à esquerda (B) ou sob a forma de histograma (C). Cada símbolo 
representa a distância do MTOC da célula B de um conjugado individual. (D) Quantificação da polarização das 
proteínas M2 para a sinapse imunológica. Para a quantificação, a localização subcelular das proteínas M2 foi 
analisada em 100 conjugados seleccionados ao acaso de três experiências independentes. Os valores 
apresentados correspondem à média das três experiências e as barras de erro representam o erro padrão da média.             
 
5.2.3. A proteína viral não diminui a quantidade de OVAp necessária para a formação da sinapse 
imunológica 
 
As observações anteriores indiciam que a proteína viral não consegue substituir a necessidade de 
péptido específico para a formação da sinapse imunológica. Para confirmar esse resultado, a capacidade 
de M2 promover a formação de conjugados, independentemente da presença de antigénio específico, foi 
também analisada por citometria de fluxo. Não obstante, M2 podia ter como função não a substituição do 
estímulo fornecido pelo péptido, mas sim a diminuição da quantidade de péptido necessário para a 
formação da sinapse. Por essa razão, o número de conjugados formados foi quantificado em função da 
concentração de OVAp com que as células B foram incubadas. 
De forma a trabalharmos com quantidades fisiológicas da proteína viral, decidimos produzir linhas 
celulares estabelecidas de células B A20 a expressar M2 ou o mutante M2Y. Estabelecemos também 
uma linha celular de células B A20 a expressar a proteína K3 do vírus MuHV-4, uma proteína que serve 
de controlo negativo neste sistema experimental. A expressão constitutiva de M2 e do mutante M2Y foi 
atestada por Western-blot (Figura 5.6., A). Os detalhes experimentais para a produção de linhas 
celulares estabelecidas encontram-se descritos no capítulo “Materiais e Procedimentos Experimentais”, 
secção 8.9.7.2. 





Assim, células A20 a expressar constitutivamente a proteína K3, M2 ou M2Y, foram não incubadas ou 
incubadas durante a noite com diferentes concentrações de OVAp. No dia seguinte, as células B foram 
marcadas com CMFDA, e em seguida, incubadas com células T CD4+ Tg DO11.10, previamente 
marcadas com DDAO, durante 30 minutos, para promover a formação de conjugados. Após a incubação, 
a percentagem de conjugados foi quantificada de imediato por análise de FACS. 
 
Constatou-se que a percentagem de conjugados aumenta de forma dependente da dose de OVAp com a 
qual as células B foram incubadas (Figura 5.6., B). O número de conjugados permanece semelhante até 
à concentração de 0.01 µM de OVAp, a partir da qual se observa um aumento significativo da 
percentagem de conjugados, até à concentração saturante de 10 µM de OVAp, atingindo então um 
plateau (Figura 5.6., B). A concentração de 0.01 µM de OVAp constitui assim a quantidade mínima de 
péptido necessária para a formação da sinapse imunológica. No entanto, não se observa qualquer 
diferença no número de conjugados, entre as células que expressam M2 e as células que expressam K3 
ou M2Y (Figura 5.6., B). Para verificar se M2 estaria a desempenhar um papel nas fases mais iniciais da 
formação da sinapse, a experiência foi repetida incubando as células B com 0.001 µM, 0.01 µM e 0.1 µM 
de OVAp, e diminuindo o tempo de conjugação para 1, 3 e 5 minutos. Mais uma vez não se observaram 
quaisquer diferenças na percentagem de conjugados (Figura 5.6., C).  
 
Para confirmar que a concentração de 0.01 µM de OVAp constitui a quantidade mínima de péptido 
necessária para a formação de uma sinapse imunológica madura, fomos verificar se os conjugados 
quantificados por FACS, formados por células B incubadas com concentrações de OVAp superiores a 
0.01 µM, são funcionais. Para isso, uma alíquota dos conjugados foi analisada por microscopia confocal, 
para a presença na zona de contacto de proteínas fosforiladas em resíduos de tirosina. Como se pode 
observar, nas amostras em que as células B foram incubadas com 0.1 µM de OVAp, detectou-se a 
presença de proteínas fosforiladas na zona de contacto entre os dois tipos celulares, independentemente 
da proteína viral expressa, ao contrário do que se observa quando as células B foram incubadas com 
0.001 µM de OVAp (Figura 5.6., D). Demonstrou-se também desta forma que a percentagem de 
conjugados formados por células B incubadas com concentrações inferiores a 0.01 µM, quantificada por 
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citometria de fluxo, constitui uma população de conjugados inespecíficos e que não evolui para a 
formação de uma sinapse imunológica madura.       
 
Estes resultados certificam assim, que a proteína viral M2, por si só, não consegue promover a formação 
da sinapse imunológica nem diminuir a quantidade de péptido específico necessário para o efeito.   
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Figura 5.6. M2 não diminui a quantidade mínima de péptido específico necessário para a formação de 
conjugados. Ver legenda na página seguinte. 




Figura 5.6. M2 não diminui a concentração mínima de péptido específico necessária para a formação de 
conjugados. (A) Confirmação da expressão das proteínas M2 ou M2Y nas linhas celulares estabelecidas de células 
B A20. Lisados celulares totais de células A20 que expressam constitutivamente as proteínas K3, M2 ou M2Y foram 
analisados por Western-blot, com um anticorpo anti-M2 para confirmar a expressão proteica (painel superior), e com 
um anticorpo anti-actina para demonstrar que a quantidade de lisado aplicado em cada pista é equivalente (painel 
inferior). (B e C) M2 não diminui a concentração mínima necessária de OVAp para a formação de conjugados. 
Células B A20 que expressam constitutivamente as proteínas K3 (cinzento escuro), M2 (cinzento) ou M2Y (cinzento 
claro), foram não incubadas ou incubadas durante a noite com concentrações variáveis de OVAp, marcadas com o 
corante vital CMFDA, e em seguida incubadas com células T CD4+ DO11.10, previamente marcadas com o corante 
vital DDAO, durante 30 minutos (B) ou durante 1, 3 ou 5 minutos (C), para promover a formação de conjugados. 
Finda a incubação, o número de conjugados foi quantificado de imediato por citometria de fluxo com um 
FACSCalibur utilizando o programa CellQuest (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA), e os 
resultados obtidos em três experiências independentes foram analisados com o programa FlowJo v6.4.7 (Tree Star, 
Inc.). As barras de erro representam o erro padrão da média. (D) Os conjugados formados por células B 
previamente incubadas com mais de 0,01 µM de OVAp são funcionais. Células B A20 que expressam 
constitutivamente as proteínas K3 (cinzento escuro), M2 (cinzento) ou M2Y (cinzento claro), foram incubadas 
durante a noite com 0,001 µM ou 0,1 µM de OVAp (direita da figura), marcadas com o corante vital CMTMR (painéis 
a, e, i, m, q e u), e em seguida incubadas com células T CD4+ DO11.10, previamente marcadas com o corante vital 
CMAC (painéis c, g, k, o, s e w), durante 30 minutos, para promover a formação de conjugados. Os conjugados 
foram analisados por imunofluorescência para a localização de proteínas fosforiladas em resíduos de tirosinas (pTyr, 
painéis b, f, j, n, r e v). A co-localização das proteínas está representada na última coluna (painéis d, h, l, p, t e x). As 
imagens foram adquiridas num microscópio confocal LSM510 META (Zeiss) com uma objectiva Plan-Apochromat de 
63x (1.4 óleo) e zoom electrónico 3, e analisadas com o programa AimImageBrowser (Zeiss LSM data server, Zeiss). 
As imagens apresentadas são representativas de cada condição transfectada.  
 
5.3. Discussão  
 
Apesar do papel desempenhado pela proteína M2 do vírus MuHV-4 na colonização inicial dos folículos 
linfóides, a via pela qual a proteína viral atinge o seu objectivo é ainda desconhecida. Os resultados 
descritos nos capítulos anteriores deste estudo levaram-nos no entanto a formular uma hipótese para a 
função molecular de M2. Assim, sugerimos que através da formação de um sinalossoma, M2 consegue 
regular as vias de sinalização celular responsáveis pela activação da célula B de forma a induzir um 
estado pro-sináptico na célula infectada. Dessa forma, M2 seria capaz de atrair a atenção das células T 
helper para as células infectadas, independentemente da presença de antigénio específico, o que 
resultaria na plena activação das células B, na expansão destas células nos centros germinativos e na 
sua diferenciação final em células de memória. 
Com a finalidade de responder a esta hipótese, realizaram-se experiências de conjugação em sistemas 
in vitro, primeiro num modelo celular artificial e em seguida num modelo celular fisiológico.          




Os resultados obtidos demonstram que, em ambos os sistemas utilizados, a proteína viral polariza para a 
zona de contacto da sinapse imunológica. Mais ainda, constatou-se que esta polarização é dependente 
dos motivos PxxP C-terminais e da tirosina Y120, e por conseguinte da nucleação do sinalossoma, uma 
vez que só a proteína selvagem e o mutante M2Y129F, apresentam esta localização. A translocação da 
proteína viral ocorre numa fase inicial da formação da sinapse, sendo logo visível ao fim de 15 minutos 
de conjugação, e mantém-se estável até pelo menos 105 minutos de conjugação.         
 
Após a formação de sinapse imunológica entre uma célula T e uma célula apresentadora de antigénio, 
observa-se a translocação do MTOC da célula T para o cSMAC (Supramolecular activation complex) 
(Kupfer and Singer, 1989; Kupfer et al., 1987). Esta translocação é um mecanismo importante na 
modulação da formação da sinapse e no controlo da sinalização da célula T, sendo uma das etapas 
iniciais no processo de activação dos linfócitos, iniciada pela sinalização a partir do TCR (Martin-
Cofreces et al., 2008). Algumas das consequências da não translocação do MTOC da célula T são o 
incorrecto fornecimento de moléculas para a sinapse, o que resulta na formação de uma estrutura 
desorganizada e disfuncional, deficiências na secreção polarizada de citocinas e a não produção de IL-2, 
e a diminuição dos níveis de fosforilação de Zap70, LAT, Vav, etc.  
Em analogia com o que se observa na célula T e ao contrário do verificado fisiologicamente, também o 
MTOC da célula B polarizou para a zona de contacto. Esta polarização ocorreu unicamente nas 
situações em que a proteína viral selvagem ou o mutante M2Y129F estavam presentes, o que sugere 
que a polarização do MTOC da célula B é dependente dos motivos de M2 necessários para a formação 
do sinalossoma. Estudos realizados por laboratórios independentes demonstraram que a actividade de 
Vav1 como factor de troca de nucleótidos de guanina para GTPases da família Rho/Rac (Ardouin et al., 
2003; Martin-Cofreces et al., 2008) e a actividade da cinase Fyn (Martin-Cofreces et al., 2008; Martin-
Cofreces et al., 2006) desempenham um papel importante na translocação do MTOC da célula T para a 
sinapse. Adicionalmente, foi também demonstrado que a produção e a acumulação localizada de DAG 
(produto da activação de PLCγ2) na sinapse são cruciais para a polarização do MTOC (Quann et al., 
2009). O facto de M2 promover a fosforilação e, consequentemente, a activação da actividade catalítica 
de Vav1 e Fyn (Rodrigues et al., 2006), e também a fosforilação de PLCγ2 (demonstrada neste estudo), 
apoia esta hipótese de que a polarização do MTOC é dependente da formação do sinalossoma de M2.    




Uma vez que a polarização do MTOC para a zona de contacto da sinapse imunológica constitui uma 
medida indirecta do estado de activação da célula, a observação da polarização do MTOC da célula B, e 
do aumento do nível de fosforilação em resíduos de tirosina na zona de contacto no lado da célula B, 
permite-nos ainda argumentar que esta se encontra mais activada em resposta à formação do 
sinalossoma de M2.  
 
Apesar de possivelmente promover a activação da célula B infectada, M2 parece não desempenhar um 
papel na indução da formação da sinapse imunológica. Na ausência de OVAp, a expressão de M2 não 
foi capaz de induzir a formação de uma sinapse imunológica funcional, em nenhum dos sistemas 
celulares testados. Adicionalmente, a proteína viral também não diminuiu a quantidade mínima de 
péptido necessária para a formação dos conjugados, tal como verificado por citometria de fluxo. Assim, a 
hipótese formulada de que M2, por si só, conseguiria atrair a atenção das células T helper, 
independentemente da ajuda do antigénio específico, não se verifica. É de referir que no contexto 
fisiológico da infecção viral são expressas, durante a fase de estabelecimento de latência, outras 
proteínas virais que podem actuar em concertação com M2 neste processo, de forma a ultrapassar esta 
incapacidade. 
 
Qual será então o papel de M2 na modulação da sinapse imunológica? Embora pareçam não existir 
diferenças na translocação para a sinapse de determinadas moléculas, tais como IFNγ, PKCθ, Vav1 e do 
MTOC da célula T, não podemos excluir a possibilidade de que M2 consiga alterar a composição 
molecular da sinapse imunológica, principalmente do lado da célula B. Ao activar a célula B, a proteína 
viral pode estar a promover um aumento da expressão de moléculas de adesão (ICAM-1/LFA-1, VCAM-
1/VLA-4), ou de moléculas co-estimulatórias (CD80/CD86, CD19/CD21), que facilitariam a adesão da 
célula B infectada à célula T helper e consequentemente a formação de uma sinapse imunológica mais 
estável. Adicionalmente, foi demonstrado que as respostas de adesão e de formação de sinapse 
imunológica em células B são dependentes da acção coordenada de PLCγ2 e Vav em micro-
sinalossomas (Weber et al., 2008), e de RAC2 (Arana et al., 2008), sendo reguladas pelas cinases Lyn e 
Syk (Weber et al., 2008), e pelas GTPases Rap (Lin et al., 2008). A fosforilação conjunta de PLCγ2 e 
Vav no contexto do sinalossoma de M2 reforça a hipótese formulada de que a proteína viral possa 
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exercer um papel na regulação positiva da expressão de moléculas de adesão e na modulação da 
sinapse no lado da célula B.     
O facto de M2 não diminuir a quantidade de péptido necessário para a formação da sinapse, parece ir 
contra esta hipótese. No entanto, esta possibilidade não pode ser ainda totalmente descartada, uma vez 
que a técnica utilizada para essa análise pode provocar a disrupção de alguns conjugados, e portanto 
fazer com que diferenças pequenas na afinidade não sejam quantificadas.   
Para verificar se M2 consegue modelar a composição da sinapse imunológica, seria necessário realizar 
um estudo aprofundado da constituição molecular desta, aquando da expressão da proteína viral.        
 
Conjuntamente, estes resultados confirmam que no contexto da formação da sinapse imunológica, M2 
polariza para a zona de contacto e sugerem que a nucleação do sinalossoma de M2 promove a 
activação da célula B infectada. Nos outros casos conhecidos de proteína virais que exercem um papel 
ao nível da sinapse imunológica, a sua função é a de impedir a formação desta como uma estratégia de 
evasão às respostas imunitárias adaptativas do hospedeiro. Embora não tenha sido ainda demonstrada 
uma relação entre a activação da célula B e o estabelecimento de um estado pro-sináptico, cujo 
objectivo seja atrair a atenção da célula T helper, se este for o caso, M2 será o primeiro exemplo de uma 
proteína viral a utilizar este mecanismo para atingir o seu objectivo de permanecer escondido e de 
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O correcto funcionamento do sistema imunitário, e a indução e regulação de respostas imunitárias 
específicas, envolve o estabelecimento de interacções moleculares, denominadas por sinapses 
imunológicas, entre células T e células apresentadoras de antigénio (APCs), tais como células B ou 
células dendríticas. Através da formação da sinapse imunológica, as células comunicam entre si de 
forma a transduzirem os sinais extracelulares em respostas efectoras específicas. Para além de regular 
os processos de activação celular, a sinapse é também o local da secreção polarizada de moléculas 
efectoras, que são direccionadas especificamente para a célula alvo. O resultado final das interacções 
entre células T e células apresentadoras de antigénio depende de vários factores, tais como, a duração 
da interacção, o tipo e o estado de activação da APC, o tipo e o estado de activação da célula T, a 
qualidade e a quantidade do antigénio, e o ambiente fisiológico em que essas interacções acontecem 
(Friedl et al., 2005).    
 
A formação da sinapse imunológica entre uma célula B, previamente activada, e uma célula T helper 
CD4+ é crucial para promover a plena activação das células B (Figura 6.1.). Através deste mecanismo, 
as funções efectoras das células T helper CD4+ são activadas, o que faz com estas células enviem sinais 
de estimulação e activação para as células B com as quais estão em contacto, regulando assim a sua 
proliferação e diferenciação em células B de memória ou em células plasmáticas (Lanzavecchia, 1985; 
Rock et al., 1984). 
A formação de uma sinapse imunológica madura entre células T helper CD4+ e células B ocorre entre 5 
a 30 minutos após o contacto inicial (Lee et al., 2002), e dura várias horas (10 a 24 horas) (Huppa and 
Davis, 2003). Durante a formação da sinapse imunológica madura, observa-se o aumento prolongado 
dos níveis intracelulares de cálcio (Huppa et al., 2003; Iezzi et al., 1998), o que resulta na alteração da 
transcrição génica da célula T (Feske et al., 2001; Ullman et al., 1990). Em especial, verifica-se a 
regulação positiva da expressão de várias citocinas e do marcador inicial de activação celular CD69 






(Testi et al., 1989). Nas células T helper CD4+, as vesículas intracelulares que contêm as citocinas 
produzidas, tais como interleucina-2, -4, -5 (IL-2, IL-4, IL-5) ou interferão-γ (IFNγ), entre outras, são 
rapidamente polarizadas em direcção à área de contacto com a célula B (Depoil et al., 2005; Kupfer et 
al., 1991; Reichert et al., 2001), sendo depois libertadas para o pequeno espaço sináptico formado entre 
as duas células (Figura 6.1.). Devido à existência do anel formado pelas moléculas de adesão (pSMAC, 
peripheral supramolecular activation cluster), as citocinas acumulam-se nesse espaço intercelular, o que 
permite a sua acção específica sobre as células B alvo (Stinchcombe et al., 2001). Assim, a secreção 
polarizada de citocinas, conjuntamente com a transdução de sinais através da interacção das moléculas 
à superfície membranar (TCR-MHCII/antigénio, CD40-CD154, CD86-CD28, entre outras), na zona de 
contacto, constitui uma forma de a célula T dedicar a sua ajuda a parceiros celulares específicos, e faz 
parte do processo pelo qual activa a célula B.  
Enquanto a activação inicial do TCR é necessária para iniciar a cascata de sinalização responsável pelas 
alterações estruturais que originam a formação da sinapse, a sinalização contínua e prolongada a partir 
deste receptor é essencial para a manutenção da sinapse e para que as células T adquiram todo o seu 
potencial efector e proliferativo (Huppa et al., 2003).  
Após a sinalização prolongada, os complexos TCR/CD3 activados vão sendo internalizados e, em 
seguida, degradados nas vesículas lisossomais (Lee et al., 2003; Valitutti et al., 1995; Valitutti et al., 
1997). Esta internalização tem consequências importantes para o funcionamento da sinapse uma vez 
que contribui para a diminuição dos sinais de activação, resultando na separação dos conjugados 
(Valitutti et al., 1996). Uma vez separadas, as células B e T entram em proliferação, o que se observa 
cerca de 24 a 48 horas após a formação da sinapse e continua durante vários dias (Huppa and Davis, 
2003).  
 
No capítulo anterior demonstrámos que a proteína viral M2 polariza para a zona de contacto da sinapse 
imunológica que se estabelece entre células B e células T helper CD4+, promovendo a polarização do 
MTOC da célula B por mediar a formação de um sinalossoma. Ao contrário do esperado, verificámos 
também que nas nossas condições experimentais M2 não consegue promover a formação de 
conjugados na ausência de péptido específico nem, aparentemente, diminuir a quantidade de péptido 
necessária para a conjugação das células. No entanto, M2 poderá ter como função, não o aumento da 
formação de conjugados, mas sim a modulação do resultado final da formação da sinapse. Em especial, 





M2 poderá intensificar o sinal transmitido na sinapse, favorecendo a activação das células que 
interagem, aumentando dessa forma o potencial efector das células T para as células B infectadas.  
Para testar esta hipótese, fomos investigar a capacidade de M2, através da formação do sinalossoma, 
amplificar a activação da célula T helper, no contexto da formação da sinapse imunológica. Com essa 
finalidade realizámos vários ensaios onde analisámos diferentes parâmetros de activação das células T, 
tais como, as respostas de mobilização do cálcio intracelular, a regulação positiva da expressão de 
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Figura 6.1. A interacção entre células Th CD4+ efectoras e células B do centro germinativo, regula a 
diferenciação destas em células B de memória ou em células plasmáticas. O estabelecimento de sinapses 
imunológicas entre células T helper (Th) CD4+ e células B do centro germinativo (CG) gera um forte sinal de 
activação bidireccional (seta lilás) que activa o potencial efector das células Th. Estas libertam citocinas que actuam 
sobre as células B CG, fornecendo-lhes os sinais de sobrevivência e de diferenciação necessários para a sua 




6.2.1. M2 promove o aumento da concentração de cálcio intracelular em células T helper CD4+ 
conjugadas com células B apresentadoras de antigénio específico 
 
O papel do sinalossoma de M2 no aumento do estado de activação das células T helper CD4+ começou 
a ser investigado através da análise das respostas de mobilização do cálcio intracelular, um dos eventos 
iniciais na activação das vias de sinalização responsáveis pela activação da célula T. 






A ligação do complexo TCR/CD3 ao antigénio específico apresentado pelas células B resulta no 
aumento prolongado da concentração de cálcio intracelular. Esta mobilização de cálcio começa 
segundos após o contacto inicial e dura pelo menos 30 minutos (Gray et al., 1988; Poenie et al., 1987).  
Assim, células B A20 a expressar constitutivamente as proteínas M2, M2Y ou K3 (como controlo 
negativo), não incubadas ou incubadas durante a noite com diferentes concentrações de OVAp, foram 
adicionadas a células T CD4+ Tg DO11.10 previamente marcadas com Indo-1 (um corante quelante de 
cálcio), centrifugadas e incubadas durante 1 minuto para permitir a formação de conjugados. Após a 
incubação, as células foram imediatamente analisadas por citometria de fluxo, para o aumento da 
concentração de cálcio intracelular, durante 17 minutos. A utilização do mutante M2Y nas experiências 
realizadas ao longo deste capítulo teve como objectivo investigar a necessidade da formação do 
sinalossoma de M2 para as respostas observadas. Os detalhes experimentais para a realização desta 
experiência encontram-se detalhados no capítulo “Materiais e Procedimentos Experimentais”, secção 
8.11.5. 
Antes de se proceder à realização da experiência propriamente dita, foi necessário estabelecer a linha 
de base do ensaio, que corresponde à quantidade de cálcio mobilizado pelas células nas condições 
basais, de forma a garantir que as respostas de mobilização do cálcio são correctamente medidas. A 
utilização de Indo-1 para a quantificação da mobilização do cálcio intracelular é muito comum em análise 
de citometria de fluxo. Após a excitação com um laser ultravioleta (365 nm), Indo-1 emite a dois 
comprimentos de onda diferentes, 405 nm ou 525 nm, consoante está ligado ao cálcio ou livre, 
respectivamente. Quando a concentração de cálcio intracelular aumenta, Indo-1 quelata o cálcio livre no 
citoplasma, passando a emitir a 405 nm. Como resultado, a intensidade da emissão a 525 nm diminui 
concomitantemente com o aumento da intensidade da emissão a 405 nm. Por essa razão, é necessário 
amplificar o sinal a 525 nm para um nível elevado e diminuir o sinal a 405 nm para um nível baixo (Figura 
6.2, painel a). Desta forma, estabelece-se uma linha de base que evita que após o aumento do cálcio 
intracelular o rácio 405/525 saia de escala. Esta é estabelecida com células marcadas com Indo-1 e não 
estimuladas (Figura 6.2., painéis a, b e c). A quantificação do aumento da concentração de cálcio 
intracelular é dada pelo rácio entre os dois comprimentos de onda (405/525). Como espectável, na 
ausência de estimulação as células T CD4+ Tg DO11.10 não mobilizam o cálcio intracelular, pois não se 
observa a emissão a 405 nm nem, consequente, o aumento do rácio 405/525. Para garantir que as 
células T utilizadas no ensaio estavam em boas condições para a realização do ensaio e que como tal 





mobilizavam o cálcio em resposta à estimulação, realizou-se um controlo experimental em que as células 
T marcadas com Indo-1 foram estimuladas com ionomicina. Após esta estimulação, observou-se uma 
forte mobilização do cálcio intracelular, tal como verificado pela alteração do espectro de emissão do 
Indo-1 (Figura 6.2., d), pelo aumento do tamanho das células (Figura 6.2., e) e pelo aumento do rácio 
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Figura 6.2. Quantificação da concentração de cálcio intracelular por citometria de fluxo. Células T CD4+ Tg 
DO11.10 marcadas com Indo-1 e não estimuladas foram utilizadas para estabelecer uma linha de base (painéis a – 
c). (a) Definição dos parâmetros do citómetro. Na ausência de estimulação e de cálcio livre, Indo-1 emite somente a 
525 nm. Como tal, para garantir que aquando da estimulação o rácio 405/530 não sai de escala, o sinal a 525 nm é 
amplificado para um nível elevado e o sinal a 405 nm é diminuído para níveis baixos. (b) Nas células não 
estimuladas não se observa nem o aumento do rácio 405/530 nem o aumento do tamanho das células definido pelo 
parâmetro FSC (Forward scatter). (c) Aumento do rácio 405/530 em função do tempo. A linha de base foi adquirida 
durante vários minutos para verificação da sua estabilidade. (d) Após a estimulação das células T CD4+ Tg DO11.10 
com ionomicina, e o consequente aumento dos níveis de cálcio intracelular, observou-se uma alteração no espectro 
de emissão do Indo-1 passando este a emitir a 405 nm. (e) As células estimuladas mobilizam o cálcio intracelular 
(aumento do rácio 405/525). Como resultado da sua activação as células aumentam também de tamanho (aumento 
do FSC). (f) A mobilização do cálcio intracelular nas células estimuladas foi quantificada durante 10 minutos. Apesar 
de se verificar uma diminuição ao longo do tempo as células continuaram a mobilizar o cálcio intracelular durante 
todo o tempo de aquisição. (a - f) Só as células vivas, com base no parâmetro FSC e SSC (Side scatter), e 
marcadas com Indo-1 AM, foram incluídas na análise.               
 






Após a definição da linha de base e das condições experimentais adequadas, o efeito da expressão de 
M2, M2Y e K3, em células B, nas respostas mobilizadoras de cálcio em células T foi analisado. Os 
resultados obtidos demonstram que após a conjugação com células B carregadas com o péptido 
específico, as células T sofrem um rápido aumento da concentração de cálcio intracelular (Figura 6.3., 
A). Este aumento dos níveis de cálcio foi detectado poucos segundos após o início da aquisição (Figura 
6.3., A, triângulo encarnado nos painéis) e prolongou-se durante todo o tempo da análise. 
Adicionalmente, constatou-se que as respostas de mobilização do cálcio intracelular são dependentes da 
dose de antigénio apresentado pelas células B (Figura 6.3., A, painéis b – e, g – j e l – o), e que na 
ausência de péptido específico não se verifica um aumento significativo dos níveis de cálcio (Figura 6.3., 
A, painéis a, f e k). Observou-se que nos conjugados formados entre células T e células B a expressar 
M2 (Figura 6.3., A, painéis f – i), a percentagem de células T que mobilizam o cálcio intracelular é 
superior à registada quando as células B a expressar o mutante M2Y (Figura 6.3., A, painéis a – d) ou a 
proteína viral K3 (Figura 6.3., A, painéis k – n) são utilizadas como APCs. Este aumento das respostas 
mobilizadoras de cálcio aquando da expressão de M2 em relação às outras proteínas verificou-se para 
todas as concentrações intermédias de antigénio testadas, sendo que para a concentração saturante de 
10 µM, não se verificaram diferenças. A maior diferença (cerca de 4 vezes superior) foi observada para a 
concentração de 0.01 µM de OVAp (Figura 6.3., A, comparar painéis b, g e l). Os valores obtidos na 
presença do mutante M2Y e da proteína irrelevante K3 são semelhantes, o que atesta a importância da 
formação do sinalossoma de M2 para o aumento da activação da célula T helper CD4+, no contexto da 
formação da sinapse imunológica. Verificou-se ainda que, embora a percentagem de células T 
mobilizadoras do cálcio intracelular aquando da expressão de M2 seja maior, a quantidade de cálcio por 
estas mobilizada é apenas ligeiramente superior à quantidade de cálcio mobilizada pelas células controlo 
(Figura 6.3., B). 
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Figura 6.3. M2 estimula as respostas de mobilização do cálcio intracelular, em células T conjugadas com 
células B apresentadoras de antigénio específico. (A) Células T helper CD4+ DO11.10, previamente marcadas 
com Indo-1, foram conjugadas durante 1 minuto com células B A20, a expressar M2 (painéis f – j), M2Y (painéis k – 
o) ou K3 (painéis a – e) e incubadas com diferentes concentrações de OVAp (0 µM, painéis a, f, k; 0.01 µM, painéis 
b, g, l; 0.03 µM, painéis c, h, m; 0.1 µM, painéis d, i, n; 10 µM, painéis e, j, o). Finda a incubação, o aumento da 
concentração de cálcio intracelular foi analisado por citometria de fluxo durante 17 minutos. A detecção dos níveis 
de cálcio intracelular foi feita com base no rácio de emissão 405/530, e está apresentada em função do tempo (em 
segundos). Só as células vivas, com base no parâmetro FSC e SSC (Side scatter), e marcadas com Indo-1 AM, 
foram incluídas na análise. Os valores indicados representam a percentagem de células T que mobilizam o cálcio 
intracelular. As imagens apresentadas são de uma experiência representativa de duas experiências independentes 
realizadas. (B) Perfis de FACS da mobilização do cálcio intracelular (Ca2+i) nas células T CD4
+ Tg DO11.10 após 
conjugação com células B A20 a expressar K3 (a encarnado), M2 (a azul) ou M2Y (a verde). Os resultados 
apresentados são de uma experiência representativa de duas experiências independentes.  
 






6.2.2. M2 não influencia a regulação positiva de CD69 nem a internalização do TCR, verificadas 
após a conjugação entre células B e células T helper CD4+ 
 
O aumento da concentração de cálcio intracelular verificado nas células T, após o contacto com células 
B a expressar M2, sugere que sob a influência da proteína viral as células T são mais fortemente 
activadas. Para confirmar esta hipótese, fomos investigar a influência de M2 na regulação positiva da 
expressão de CD69 e da internalização do TCR, dois parâmetros de activação celular bem definidos. 
O antigénio de superfície CD69 constitui um dos primeiros antigénios expressos após a activação das 
células T (Testi et al., 1989). A sua expressão celular é caracterizada por uma rápida mas transiente 
expressão superficial, sendo detectável cerca de duas horas após a activação do complexo TCR/CD3 e 
desaparecendo após a remoção do estímulo. Para além das células T, CD69 é também expresso em 
células B, células NK e plaquetas, entre outros tipos celulares (Testi et al., 1994; Ziegler et al., 1994). A 
interacção de CD69 com o seu ligando origina uma série de sinais intracelulares que resultam numa 
variedade de respostas funcionais (Santis et al., 1992; Testi et al., 1994; Tugores et al., 1992) que 
sinergizam com as respostas originadas pela ligação do antigénio ao receptor celular. CD69 funciona 
portanto como uma molécula co-estimulatória e desempenha um papel importante na activação e 
proliferação de linfócitos (Testi et al., 1994; Ziegler et al., 1994). Por estas razões, esta molécula é 
frequentemente utilizada como um marcador de activação dos linfócitos. 
 
Como tal, células B A20 a expressar constitutivamente as proteínas M2, M2Y ou a proteína controlo K3, 
previamente não incubadas ou incubadas com concentrações variáveis de OVAp, foram co-cultivadas 
com células T CD4+ Tg DO11.10, durante 20 horas. Após a incubação, os conjugados foram separados 
e as células foram analisadas, por citometria de fluxo, para a expressão do TCR, nas células T, e de 
CD69, em ambos os tipos celulares. 
Verificou-se, como esperado, o aumento da expressão do marcador de activação CD69 na superfície 
das células B e T (Figura 6.4., A, painéis inferiores, e B) e a diminuição da expressão do TCR na 
superfície das células T (Figura 6.4., A, painéis superiores), em função da dose de estimulação 
antigénica. No entanto, não se observaram diferenças significativas nos níveis de expressão destas 
moléculas nas células co-cultivadas sob a influência de M2 (Figura 6.4., A e B, a azul) em relação às co-
cultivadas sob a influência do mutante M2Y (Figura 6.4., A e B, a verde) ou da proteína K3 (Figura 6.4., A 





e B, a encarnado). Apesar de se verificar que, quando M2 é expresso em células A20, os valores da 
expressão do TCR/CD69 nas células T são ligeiramente inferiores/superiores aos verificados aquando 
da expressão de K3 ou M2Y, estas diferenças não são estatisticamente significativas.  
Deste modo, a formação do sinalossoma de M2, nestas condições experimentais, parece não influenciar 
a regulação positiva de CD69 nem a internalização do TCR, não desempenhando assim um papel na 
modulação destas respostas funcionais de activação da célula T. 
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Figura 6.4. M2 não influencia a regulação positiva de CD69 nem a internalização do TCR verificadas após a 
conjugação entre células B e células T helper CD4+. (A e B) Células T CD4+ Tg DO11.10 foram co-cultivadas com 
células B A20 a expressar as proteínas M2 (a azul), M2Y (a verde) ou K3 (a encarnado), previamente não incubadas 
ou incubadas durante a noite com diferentes concentrações de OVAp. A activação das células T foi avaliada através 
da monitorização, por citometria de fluxo, da expressão de CD69 e do TCR na superfície das células CD4+ (A), 
enquanto a activação das células B foi avaliada através da monitorização da expressão de CD69 na superfície das 
células CD19+ (B). Os resultados apresentados advêm de uma experiência com duplicados e são representativos de 
duas experiências independentes realizadas. Os valores indicados representam a percentagem de células positivas 
para a expressão do TCR ou de CD69.  






6.2.3. A expressão de M2 em células B promove o aumento da produção de IFNγ e IL-2 pelas 
células T helper CD4+ 
 
A regulação positiva da expressão de CD69 não é a única alteração da transcrição génica, observada 
em consequência da activação da célula T. Para além deste marcador, o aumento da concentração 
intracelular de cálcio induz também a expressão de várias citocinas, que desempenham um papel crucial 
na transferência do potencial efector das células T helper para as células B. O sinal fornecido pelas 
citocinas libertadas pela célula T activada, em conjunto com o sinal do contacto entre as células, são 
ambos essenciais para a activação plena da célula B. Como tal, fomos investigar se, na presença da 
proteína viral, as células T produzem maior quantidade de citocinas. Focámos a nossa análise nas 
citocinas IL-2, IL-4, IFNγ e TNF-α, uma vez que estas são produzidas maioritariamente por células T 
helper activadas e estão envolvidas em diferentes aspectos da activação de células B, tais como a sua 
proliferação e diferenciação (Jelinek and Lipsky, 1985; Jelinek and Lipsky, 1987; Jelinek et al., 1986; 
Kehrl et al., 1987; Splawski et al., 1989).  
 
Com essa finalidade, células B A20 a expressar constitutivamente as proteínas M2, M2Y ou K3 (controlo 
negativo) não incubadas ou incubadas com diferentes concentrações de OVAp foram conjugadas com 
células T CD4+ Tg DO11.10, conforme descrito na secção anterior. No dia seguinte, o sobrenadante dos 
conjugados foi recuperado e a produção das citocinas foi analisada por ELISA, como descrito no capítulo 
“Materiais e Procedimentos Experimentais”, secção 8.11.4.2. 
 
Observou-se que a expressão de M2 em células B estimulou claramente a produção de IL-2 e IFNγ 
pelas células T, acima dos níveis verificados na situação controlo (Figura 6.5., A e B, linha contínua a 
cinzento nos gráficos). A produção das citocinas aumentou de acordo com a dose de antigénio 
apresentado, havendo no entanto uma dose mínima necessária para se detectar esta resposta (Figura 
6.5., A e B, linhas contínuas nos gráficos). Verificou-se também que este papel da proteína viral é 
dependente da formação do sinalossoma de M2, uma vez que, aquando da expressão do mutante M2Y, 
não se detectou este aumento na produção de citocinas (Figura 6.5., A e B, linha contínua a cinzento 
claro nos gráficos), sendo os resultados semelhantes aos da situação controlo (Figura 6.5., A e B, linha 
contínua a cinzento escuro nos gráficos).  





O aumento da produção das citocinas, aquando da expressão de M2, é estatisticamente significativo 
para as concentrações de 0.01 e 0.1 µM de OVAp. Mais ainda, verificou-se que enquanto na presença 
de K3 ou M2Y só se observa a produção de citocinas acima dos 0.01 µM de antigénio, na presença de 
M2 a concentração a partir da qual se detecta a sua produção é 0.001 µM (Figura 6.5., A e B, comparar 
linhas contínuas nos gráficos). 
 
Para verificar se o papel de M2 na estimulação da produção das citocinas era antigénio-específica e 
dependente do contacto celular, realizámos duas experiências controlo adicionais. Assim, para 
demonstrar a necessidade de contacto entre a célula B e a célula T, utilizámos o sistema Transwell® 
Permeable Supports (descrito no capítulo “Materiais e Procedimentos Experimentais”, secção 8.11.4.2.). 
Neste sistema, as células B não incubadas ou incubadas com OVAp conforme descrito anteriormente, 
são separadas das células T por uma membrana porosa, que apesar de não deixar que as células 
entrem em contacto directo, permite a passagem dos factores celulares produzidos por ambos os tipos 
celulares (Figura 6.5., A, esquema no topo da figura). Desta forma, se a produção de citocinas fosse 
induzida por qualquer factor celular solúvel e não pelo contacto, detectar-se-ia igualmente a presença 
das citocinas no sobrenadante. Após 20 horas de incubação, o sobrenadante foi removido e analisado 
por ELISA tal como anteriormente.  
Os resultados obtidos vêm confirmar a absoluta necessidade de contacto celular, uma vez que na sua 
ausência não se detectou qualquer produção de IL-2 nem de IFNγ, independentemente da proteína viral 
expressa e da quantidade de péptido de OVA apresentado (Figura 6.5., A, linhas a tracejado nos 
gráficos).      
Por fim, para confirmar que a produção das citocinas é antigénio-específica, a experiência de conjugação 
foi repetida como inicialmente, mas substituindo o péptido de OVA selvagem (aa 323-339) por um 
péptido de OVA alterado (aa 333). Este péptido apresenta uma alteração pontual no resíduo 333 do 
péptido de OVA, identificado como sendo o resíduo principal de contacto com o TCR das células T CD4+ 
Tg DO11.10 (Robertson et al., 2000). A alteração deste resíduo faz com as células T não reconheçam o 
péptido e portanto não sejam activadas. 
Os resultados obtidos comprovam que, independentemente da concentração de péptido utilizada, o 
péptido alterado não é capaz de estimular a produção de IL-2 ou IFNγ pelas células T e que M2, por si 






só, não consegue substituir a presença de antigénio específico, apesar da existência de contacto celular 
(Figura 6.5., B, linhas a tracejado nos gráficos).  
Como controlos experimentais, a produção de citoquinas foi também quantificada isoladamente em 
células B A20, a expressar K3, M2 ou M2Y, e em células T CD4+ Tg DO11.10, ambas não estimuladas, 
incubadas com 10 µM de OVAp, ou activadas com anti-CD40 e anti-IgG F(ab)`2 (no caso das células B) 
ou com anti-CD3 (no caso das células T). Os controlos realizados demonstram que o IFNγ e a IL-2 
detectados nos sobrenadantes são maioritariamente produzidos pelas células T, somente quando 
activadas (Figura 6.5., C). Apesar das células B activadas com anti-CD40/anti-IgG F(ab)`2 também 
produzirem estas citoquinas, embora em muito menor quantidade, a expressão da proteína viral não 
estimula a sua produção pelas células B, uma vez que a quantidade de IL-2 e IFN-γ produzida é 
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Figura 6.5. M2 estimula a produção de INFγ e IL-2 pelas células T helper CD4+. Ver legenda na página seguinte. 






Figura 6.5. M2 estimula a produção de INFγ e IL-2 pelas células T helper CD4+. (A) A capacidade de M2 
estimular a produção de IFNγ e IL-2 é dependente do contacto celular. Células B A20 a expressar M2 (quadrado 
cinzento), M2Y (triângulo cinzento claro) ou K3 (losango cinzento escuro), previamente não incubadas ou incubadas 
com concentrações variáveis de OVAp selvagem (OVAp wt), foram co-cultivadas com células T helper CD4+ Tg 
DO11.10 (linhas contínuas nos gráficos). Em paralelo, utilizou-se o sistema Transwell®
 
para impedir o contacto 
directo entre as células co-cultivadas (linhas a tracejado nos gráficos). O esquema do sistema Transwell® encontra-
se no topo da figura. A produção das citocinas IFNγ (gráfico da esquerda) e IL-2 (gráfico da direita) foi quantificada 
por ELISA nos sobrenadantes das culturas, 20 horas após conjugação. (B) A estimulação da produção de IFNγ e IL-
2 é antigénio-específica. Células B A20 a expressar M2 (quadrado cinzento), M2Y (triângulo cinzento claro) ou K3 
(losango cinzento escuro), previamente não incubadas ou incubadas com concentrações variáveis de OVAp 
selvagem (OVAP wt, linhas contínuas nos gráficos) ou de um péptido de OVA alterado (OVAp 333, linhas a 
tracejado nos gráficos), foram co-cultivadas com células T helper CD4+ Tg DO11.10. A sequência do péptido 
alterado OVAp (333) encontra-se descrita no topo do painel B. A produção das citocinas IFNγ (gráfico da esquerda) 
e IL-2 (gráfico da direita) foi quantificada por ELISA nos sobrenadantes das culturas, 20 horas após conjugação. (C) 
Como controlos experimentais, a produção das citocinas foi também quantificada isoladamente em células B A20, a 
expressar cada uma das proteínas virais, e em células T CD4+ Tg DO11.10, ambas não estimuladas, incubadas com 
OVAp (10 µM) ou activadas com uma mistura de anti-CD40 e anti-IgG F(ab)`2 (no caso das células B) ou com anti-
CD3 (no caso das células T). (A, B e C) Os resultados apresentados correspondem ao valor médio de 3 
experiências independentes com duplicados. As barras de erro representam o erro padrão da média. A diferença 
entre os grupos foi calculada utilizando um Teste t de Student unicaudal. *, p = valor p da amostra em que está 
presente M2 em comparação com a amostra controlo K3.   
 
Relativamente às citocinas IL-4 e TNF-α, não se observaram diferenças significativas na estimulação da 
sua produção pelas células T CD4+ Tg DO11.10 conjugadas com as células B a expressar M2 em 
comparação as conjugadas com células B a expressar M2Y ou K3 (Figura 6.6., A e B, gráficos da 
esquerda). Adicionalmente, constatou-se que neste sistema de conjugação as células T activadas 
produzem muito pouca IL-4, principalmente quando comparado com a quantidade obtida no controlo 
positivo, composto por células T activadas com anti-CD3 (Figura 6.6., A) e com a quantidade produzida 
das outras citocinas analisadas. Os mesmos controlos experimentais que os realizados anteriormente, 
certificam a produção de IL-4 e de TNF-α quase exclusivamente pelas células T activadas (Figura 6.6., A 
e B, gráficos da direita).           
 
Em conjunto, estes resultados demonstram que a nucleação do sinalossoma de M2 é capaz de modelar 
a estimulação antigénica, transmitida através da formação da sinapse imunológica entre células B e 
células T, de forma a promover as respostas efectoras de produção de citocinas pelas células T. Esta 
acção de M2 é no entanto totalmente dependente do contacto celular e da presença de antigénio 
específico.   
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Figura 6.6. M2 não influencia a produção de IL-4 e TNF-α pelas células T helper CD4+. (A e B, gráficos da 
esquerda) Células B A20 a expressar M2 (quadrado cinzento), M2Y (triângulo cinzento claro) ou K3 (losango 
cinzento escuro), previamente não incubadas ou incubadas com concentrações variáveis de OVAp, foram co-
cultivadas com células T helper CD4+ Tg DO11.10. A produção das citocinas IL-4 (A) e TNF-α (B) foi quantificada 
por ELISA nos sobrenadantes dos conjugados, 20 horas após conjugação. (A e B, gráficos da direita) Como 
controlo, a produção das citocinas foi também quantificada isoladamente em células B A20, a expressar cada uma 
das proteínas virais, e em células T CD4+ Tg DO11.10, ambas não estimuladas, incubadas com OVAp (10 µM) ou 
activadas com uma mistura de anti-CD40 e anti-IgG F(ab)`2 (no caso das células B) ou com anti-CD3 (no caso das 
células T). (A e B) Os resultados apresentados correspondem ao valor médio de 3 experiências independentes com 
duplicados. As barras de erro representam o erro padrão da média.  
 
6.2.4. O número de células T helper CD4+ produtoras de IFNγ e IL-2 aumenta aquando da 
expressão de M2 
 
O resultado anterior demonstrou que a proteína viral é capaz de induzir uma maior produção de IFNγ e 
IL-2 pelas células T CD4+. Este aumento de produção poderia ser devido a um aumento do número de 
células produtoras das citocinas e/ou ao aumento da quantidade produzida individualmente por cada 
célula. Com o intuito de investigar a origem do aumento da produção das citocinas, decidimos analisar a 
sua produção intracelular por análise de FACS. 







Como tal, células B A20 a expressar constitutivamente as proteínas M2, M2Y ou a proteína controlo K3, 
previamente não incubadas ou incubadas com concentrações variáveis do péptido de OVA selvagem ou 
do péptido de OVA alterado (aa 333), foram conjugadas, na presença de Brefeldina A, com células T 
CD4+ Tg DO11.10, durante 5 horas. Finda a incubação, os conjugados foram separados e a produção 
intracelular de IFNγ ou IL-2 foi analisada, por citometria de fluxo, exclusivamente nas células T CD4+. 
Como controlo para a produção das citocinas, as células T foram também incubadas somente em meio 
de cultura ou na presença de PMA (Figura 6.7., C, perfis inferiores).    
 
Em concordância com os resultados obtidos por ELISA, a análise de FACS demonstrou que sob a 
expressão da proteína viral há uma maior produção destas citocinas (Figura 6.7., A e B). O valor médio 
da intensidade de fluorescência (MFI) para IFNγ (Figura 6.7., A) e IL-2 (Figura 6.7., B) nas células T 
CD4+, após conjugação com células B a expressar M2, é superior ao valor de MFI obtido quando as 
células B expressavam em alternativa o mutante M2Y ou a proteína controlo K3. Esta diferença é 
estatisticamente significativa nas condições experimentais em que as células B foram incubadas 
previamente com 0.01 µM ou 0.1 µM de OVAp selvagem, no caso da produção de IFNγ (Figura 6.7., A), 
ou ainda com 1 µM do mesmo péptido, no caso da produção de IL-2 (Figura 6.7., B). Mais uma vez, 
verificou-se que o péptido alterado OVAp 333 não é capaz de induzir a produção das citocinas acima da 
quantidade basal, inclusive quando se utiliza uma concentração elevada do péptido (Figura 6.7., A e B). 
Adicionalmente, constatou-se que o aumento da quantidade de IFNγ e IL-2 é devido ao aumento do 
número de células T que produzem estas citocinas, e não a uma maior produção por cada célula 
individualmente. Sob a influência de M2, a percentagem de células T positivas para a expressão de IFNγ 
(Figura 6.7., C, perfis superiores) ou IL-2 (Figura 6.7., C, perfis do meio) é superior à obtida na presença 
de K3 ou M2Y (Figura 6.7., C, comparar linhas azuis com as linhas encarnadas e verdes), enquanto a 
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Figura 6.7. A proteína viral M2 promove o aumento do número de células T helper CD4+ produtoras de INFγ e 












Figura 6.7. A proteína viral M2 promove o aumento do número de células T helper CD4+ produtoras de INFγ e 
IL-2. (A e B) M2 estimula a produção intracelular de IFNγ (A) e de IL-2 (B). Células T CD4+ Tg DO11.10 foram co-
cultivadas com células B A20 a expressar K3 (cinzento escuro), M2 (cinzento) ou M2Y (cinzento claro), previamente 
não incubadas ou incubadas com concentrações variáveis de OVAp selvagem (OVAp wt) ou do péptido de OVA 
alterado (OVAp 333). Após a incubação, a produção intracelular das citocinas foi quantificada por FACS. Os gráficos 
representam os valores médios da intensidade de fluorescência (MFI) para IFNγ (A) e IL-2 (B) nas células T CD4+. 
Os resultados apresentados correspondem à média dos valores MFI de 3 experiências independentes com 
duplicados e as barras de erro representam o erro padrão da média. A diferença entre os grupos foi calculada 
utilizando um Teste t de Student unicaudal. (C) M2 promove o aumento do número de células T CD4+ produtoras 
das citocinas. Perfis de FACS da expressão de IFNγ (perfis superiores) ou de IL-2 (perfis do meio) nas células T 
CD4+. Os números descritos nos histogramas correspondem à percentagem de células T CD4+ que expressam as 
citocinas após conjugação com células B a expressarem K3 (encarnado), M2 (azul) ou M2Y (verde). Como controlos 
experimentais, a produção das citocinas foi também quantificada em células T CD4+ incubadas somente em meio 
(perfis inferiores, a encarnado) ou com PMA (perfis inferiores, a azul). Os resultados apresentados são de uma 
experiência representativa de 3 experiências independentes, realizadas em duplicado. p = valor p da amostra em 
que está presente M2 em comparação com a amostra controlo K3 ou M2Y.   
 
6.2.5. A expressão de M2 em células B estimula a proliferação das células T helper CD4+ 
 
O resultado obtido de que na presença de M2 as células T helper CD4+ produzem mais IL-2, uma 
citocina crucial para estimular a proliferação celular, levou-nos a investigar qual o papel da proteína viral 
na proliferação das células T.  
 
Com essa finalidade, células B A20 a expressar constitutivamente as proteínas M2, M2Y ou a proteína 
controlo K3 foram não incubadas ou incubadas, durante a noite, com concentrações variáveis do péptido 
de OVA selvagem, e em seguida, conjugadas com células T CD4+ Tg DO11.10, previamente incubadas 
com o marcador intracelular fluorescente CFSE (Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester), 
durante 5 dias. A marcação com CFSE constitui um método alternativo à incorporação de [3H]timidina, 
para o estudo da proliferação celular. Após a incubação, os conjugados foram separados e a actividade 
mitótica das células T helper CD4+ foi quantificada, por análise de FACS, através da redução sucessiva 
da intensidade da fluorescência do CFSE. Os perfis de divisão obtidos com o CFSE (Figura 6.8., A) 
foram interpretados de forma a calcular o índice de divisão (ID) (Figura 6.8., B), uma medida da 
proliferação celular. Este índice representa o número médio de divisões celulares que uma célula, na 
população original, sofreu e foi calculado com base no algoritmo descrito no capítulo “Materiais e 
Procedimentos Experimentais”, secção 8.11.4.4. O ID constitui um parâmetro que reflecte de forma mais 





fiel a biologia do sistema celular analisado, uma vez que reproduz o que o está a acontecer ao sistema 
na sua totalidade.     
 
Os resultados obtidos sugerem que a proteína viral induz a proliferação das células T CD4+, tal como 
verificado pelo aumento do índice de divisão sob a influência de M2, em relação ao observado na 
presença de K3 ou M2Y (Figura 6.8., B). Este aumento do ID é estatisticamente significativo nas 
condições em que as células T foram conjugadas com células B carregadas com 0.1, 1 ou 10 µM de 
OVAp wt. Para concentrações inferiores a 0.1 µM de péptido não se observaram diferenças significativas 
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Figura 6.8. M2 promove a proliferação das células T helper CD4+. Ver legenda na página seguinte. 
 
 






Figura 6.8. M2 promove a proliferação das células T helper CD4+. (A) Histogramas dos perfis de divisão das 
células T CD4+ Tg DO11.10 obtidos por análise de FACS com CFSE, após conjugação durante 5 dias com células B 
A20 a expressar K3 (encarnado), M2 (azul) ou M2Y (verde), não incubadas ou incubadas com concentrações 
variáveis de OVAp selvagem (wt). (B) Índice de divisão (ID) das células T CD4+ Tg DO11.10, após conjugação com 
as células B A20 a expressar K3 (cinzento escuro), M2 (cinzento) ou M2Y (cinzento claro), não incubadas ou 
incubadas com concentrações variáveis de OVAp selvagem (wt). Os resultados apresentados correspondem à 
média dos valores de ID de 3 experiências independentes. As barras de erro representam o erro padrão da média. A 
diferença entre os grupos foi calculada utilizando um Teste t de Student unicaudal. p = valor p da amostra em que 
está presente M2 em comparação com a amostra controlo K3 ou M2Y.   
 
6.3. Discussão  
 
A polarização de M2 para a zona de contacto da sinapse imunológica entre células B e células T sugere 
que a proteína viral desempenha um papel na modulação desta estrutura. Adicionalmente, o facto de M2 
modelar as vias de sinalização de células B levou-nos inicialmente a propor que a função da proteína 
viral seria a de, através da nucleação de um sinalossoma, criar um estado pro-sináptico na célula B de 
modo a atrair a atenção da célula T helper e a facilitar a formação da sinapse imunológica. No entanto, o 
facto de no capítulo anterior, não se ter verificado nenhuma diferença no número de conjugados 
formados na presença de M2, K3 ou M2Y, parece contrariar esta ideia. Este resultado levou-nos então a 
sugerir que o estado pro-sináptico induzido na célula B pela proteína viral teria como função não o 
aumento do número de conjugados, mas sim a intensificação do sinal transmitido na sinapse. Desta 
forma, ao interagir com uma célula B a expressar M2, a célula T helper CD4+ seria mais fortemente 
activada. Consequentemente, esta maior activação da célula T traduzir-se-ia no aumento do seu 
potencial efector para a célula B infectada, favorecendo assim a sua activação e diferenciação.     
 
Com o objectivo de responder a esta questão, realizaram-se vários ensaios in vitro onde se analisaram 
diferentes parâmetros de activação da célula T, na presença de M2, do mutante M2Y ou da proteína 
controlo K3. 
Os resultados obtidos confirmam que, devido à formação do sinalossoma de M2, a proteína viral 
consegue modelar o sinal de activação transmitido pela formação da sinapse imunológica entre células B 
e células T, promovendo assim de forma mais robusta a activação da célula T. Apesar de não se terem 
verificado diferenças nos níveis de expressão de CD69 e do TCR, nem na produção de algumas 
citocinas, tais como IL-4 e TNF-α, vários foram os parâmetros de activação das células T aumentados na 
presença da proteína viral, relativamente aos controlos. Ao invés de se observar uma activação 





generalizada da célula T, M2 estimulou assim a activação específica de alguns dos parâmetros 
analisados. Em especial, M2 foi capaz de promover o aumento da concentração de cálcio intracelular, o 
aumento de produção das citocinas IL-2 e IFNγ, duas citocinas características de células T helper 1 
(Th1), e a proliferação celular das células T CD4+. A estimulação da produção de IL-2 e INFγ são 
particularmente interessantes uma vez que IL-2 estimula a proliferação celular das células T e B, e INFγ 
induz a produção de MHC-II e a apresentação do antigénio. Este efeito de IFNγ nas células B poderá ter 
como consequência uma maior atracção da ajuda das células T. Adicionalmente, observou-se que a 
proteína viral foi mesmo capaz de diminuir a quantidade mínima de péptido específico necessária para 
induzir as respostas efectoras de produção de citocinas pelas células T. Enquanto numa situação 
controlo a concentração mínima de OVAp para se detectar a presença de citocinas, por ELISA no 
sobrenadante celular, é de 0.1 µM, na presença de M2 essa concentração é de 0.01 µM. Demonstrou-se 
ainda que para que a proteína viral consiga exercer a sua função de modulação da activação da célula T, 
é imprescindível a existência de contacto entre as células, e a apresentação de um estímulo específico 
para as células T. Como tal, na ausência de péptido específico ou na presença de um péptido alterado, 
M2 não consegue promover a activação das células T. Adicionalmente, observou-se também que os 
efeitos de M2 são mais significativos quando a estimulação antigénica é intermédia ou mais baixa, 
geralmente entre 0.01 µM e 1 µM de OVAp. No entanto, estes valores variam um pouco entre os vários 
ensaios, dependendo da natureza do parâmetro analisado e das características do ensaio aplicado. 
Quando as células B são incubadas com uma concentração saturante de OVAp, tal como 10 µM, a 
estimulação antigénica é máxima e portanto M2 já não consegue exercer o seu efeito.  
 
O ambiente específico de citocinas em conjunto com os sinais transmitidos através do contacto celular 
define o tipo de ajuda que a célula T dedica à célula B, sendo desta forma determinantes no resultado 
final desta interacção e na diferenciação da célula B em célula plasmática ou em célula B de memória. 
Ao interagir com uma célula B infectada e devido à expressão de M2, a célula T pode receber um 
estímulo quantitativa e/ou qualitativamente superior, o que faz com que esta seja mais fortemente 
activada. Este estímulo melhorado pode manipular a ajuda das células T para as células B infectadas. 
M2 constituiria assim um modelador viral da ajuda fornecida pelas células T helper CD4+, de forma a 
recrutar essa ajuda para as células B infectadas e a direccionar a sua diferenciação em células B de 
memória, auxiliando assim o normal estabelecimento de latência do vírus. Para corroborar esta ideia 






seria importante investigar em seguida os níveis de células B latentemente infectadas, após a infecção 












































Este estudo teve como objectivo geral compreender melhor as funções moleculares de M2, enquanto 
proteína adaptadora, e perceber qual o papel destas funções na modulação dos sinais celulares 
essenciais para a eficiente colonização dos folículos linfóides, durante o estabelecimento inicial de 
latência.  
 
Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a proteína M2 do vírus MuHV-4 é capaz de 
interagir com várias proteínas celulares para além das já conhecidas, Vav1 e Fyn (Rodrigues et al., 
2006). Através da realização de ensaios de precipitação in vitro, utilizando péptidos fosforilados de M2 
que contêm os resíduos de tirosina 120 (Y120) ou 129 (Y129) individualmente fosforilados, e recorrendo à 
análise proteómica Maldi-ToF, conseguimos identificar essas proteínas (capítulo 2). Os nossos 
resultados demonstram ainda que as tirosinas fosforiladas de M2 apresentam especificidades e 
eficiências de ligação diferentes para os domínios SH2 dos vários parceiros celulares identificados 
(capítulo 2): enquanto a Y120 fosforilada interagiu com Vav1/2, p85α, cinases da família Src como Fyn, 
Lyn e Yes, e a proteína adaptadora NCK1, a Y129 fosforilada interagiu com PLCγ1/2, a fosfatase SHP2 e 
p85α. Estas interacções foram ainda confirmadas por outras técnicas in vitro como ensaios de interacção 
directa e de BIAcore (capítulo 2), estes últimos realizados por M. Pires de Miranda em colaboração com 
C. McVey (resultados não publicados). A confirmação destas interacções in vivo em dois sistemas 
celulares diferentes, células COS1 e células B A20, veio comprovar que de facto M2 é capaz de interagir 
com um leque mais diversificado de proteínas celulares (capítulo 3). Interessantemente, algumas das 
proteínas agora identificadas têm um peso molecular coincidente ao das proteínas endógenas de células 
B cuja fosforilação é promovida pela expressão de M2, na ausência da estimulação do BCR (capítulo 1, 
Figura 1.9.) (Pires de Miranda et al., 2008). 
 
Uma observação relevante relativamente às proteínas identificadas foi o facto de todas elas estarem 
envolvidas na transdução de sinais a partir do BCR, após a sua estimulação, o que reforça a noção de 
que M2 desempenha um papel na modulação da sinalização em células B, e que esta não se restringe 
somente à manipulação da via Vav1/Rac1. Devido a esta observação formulámos a hipótese de que a 




proteína adaptadora M2 poderia estar a promover a nucleação de um sinalossoma constituído por estas 
proteínas sinalizadoras, através do qual seria capaz de subverter as vias de sinalização das células 
infectadas, induzindo assim a sua activação, independentemente de estímulos externos. Os resultados 
por nós obtidos demonstram que M2 tem efectivamente a capacidade de nuclear a formação de um 
sinalossoma constituído pelas proteínas sinalizadoras PLCγ2/Vav1/p85α/Fyn/NCK1 (capítulo 3), na 
ausência de estimulação por antigénio. Como consequência da formação do sinalossoma, PLCγ2 é 
fosforilada (capítulo 3), o que sugere que a via celular por si regulada é modelada pela proteína viral, tal 
como acontece com Vav1 (Rodrigues et al., 2006). Para confirmar que M2 tem realmente a capacidade 
de modelar as vias de sinalização a partir do BCR, de forma a promover a activação da célula B 
infectada, futuramente será necessário investigar se as vias de sinalização reguladas pelas proteínas 
constituintes do sinalossoma estão activadas.  
Concomitantemente com o início deste trabalho foi publicado um estudo que demonstrou que a proteína 
modeladora do vírus KSHV, K1, associa-se a proteínas celulares envolvidas em sinalização, formando 
igualmente um sinalossoma, através do qual modela várias vias de sinalização da célula B infectada 
(Lee et al., 2005). A formação do sinalossoma de K1 é promovida pelas duas tirosinas do ITAM, 
localizado na cauda citoplasmática da proteína viral, que interagem, com especificidades diferentes, com 
as proteínas celulares alvo. Uma das vias activadas é precisamente a via da PLCγ2, observando-se 
nesse caso a mobilização do cálcio intracelular, entre outros efeitos. Esta observação apoia os nossos 
resultados e sugere que a formação de um sinalossoma pode ser uma estratégia comum utilizada pelos 
γ-herpesvírus para a manipulação das funções da célula infectada. Apesar de estruturalmente diferentes, 
uma vez que M2 não funciona como um receptor membranar constitutivamente activado nem as suas 
tirosinas formam um ITAM convencional, existem algumas semelhanças tais como a proximidade entre 
os resíduos de tirosina e a similaridade do motivo da Tyr129 (Y129IQP) com o segundo motivo do ITAM 
de K1 (YTQP). Assim, os nossos resultados indicam que em termos funcionais K1 e M2 poderão ser 
homólogos.  
Neste trabalho identificámos também os domínios de M2 importantes para a formação do sinalossoma: o 
resíduo de tirosina na posição 120 e a região rica em prolinas C-terminal que contém os três últimos 
domínios PxxP (capítulo 3). Estes domínios são os mesmos que foram anteriormente identificados para 
a interacção com Vav1 e Fyn (Pires de Miranda et al., 2008; Rodrigues et al., 2006). Apesar de 
aparentemente desnecessária para a formação do complexo multi-proteico, a tirosina 129 parece ser 
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importante, pelo menos, para a fosforilação de PLCγ2 (capítulo 3). Com o intuito de investigar a 
contribuição de cada uma das tirosinas fosforiladas de M2 para a patogénese do vírus MuHV-4 in vivo, 
M. Alenquer construiu dois vírus recombinantes em que os resíduos de tirosinas 120 e 129 foram 
individualmente mutados para fenilalaninas (mutantes M2Y120F e M2Y129F, respectivamente). A 
infecção intranasal de ratinhos BALB/c com estes vírus demonstrou que in vivo ambas as tirosinas 
fosforiladas de M2 são igualmente necessárias, durante a fase inicial do estabelecimento de latência, 
para a eficiente colonização dos centros germinativos (M. Alenquer, resultados não publicados), 
observando-se em qualquer caso um atraso na colonização dos folículos linfóides do baço e na 
expansão dos centros germinativos, um fenótipo semelhante ao da infecção com o vírus M2Y, 
previamente descrito (Pires de Miranda et al., 2008). O défice do mutante M2Y129F no estabelecimento 
de latência é inclusive ligeiramente superior ao do mutante M2Y120F.  
Estes resultados sugerem que para que o vírus consiga colonizar os folículos de forma eficiente, M2 tem 
de modelar não só a via Vav1/Rac1, através da tirosina 120, mas também outras vias de sinalização em 
células B, e que para isso necessita igualmente da tirosina 129. Os resultados apresentados no capítulo 
3 do presente trabalho indicam que uma dessas vias de sinalização celular, cuja modulação por M2 é 
dependente da tirosina 129, é possivelmente a via regulada pela PLCγ2. Estudos anteriores que 
demonstraram que a activação de PLCγ2 é essencial para o processo de maturação das células B 
(Hashimoto et al., 2000; Wang et al., 2000) e para a eficiente formação e manutenção das células B de 
memória (Hikida et al., 2009), suportam essa ideia. 
 
É difícil compreender como é que os mesmos domínios de M2 (Y120 e os três PxxP C-terminais) 
conseguem mediar todas as interacções moleculares com a totalidade das proteínas presentes no 
sinalossoma. Na situação em que temos a proteína M2 selvagem, estando ambas as tirosinas 120 e 129 
fosforiladas, é possível que estas consigam mediar várias interacções com proteínas celulares 
independentemente uma da outra, um processo regulado pelo nível de fosforilação dos seus resíduos de 
tirosina, pela concentração e conformação das proteínas celulares, e pela afinidade dos domínios SH2 e 
SH3 destas para o motivos de M2. Também é possível especular que a fosforilação de Y129 depende da 
fosforilação prévia de Y120. No caso em que Y120 está mutada, o nível de fosforilação de Y129, e 
consequentemente de M2, é fortemente reduzido (Pires de Miranda et al., 2008), podendo não conseguir 
assim estabelecer as várias interacções com as proteínas celulares. Ao contrário, a mutação de Y129 não 




impede a fosforilação de Y120, tendo um efeito praticamente nulo no nível de fosforilação global da 
proteína (Pires de Miranda et al., 2008). Neste caso, na ausência de pY129, a presença de Y120 fosforilada 
pode por si só conseguir ultrapassar essa deficiência e interagir com os vários parceiros celulares. Para 
entender melhor esta questão poder-se-á, no futuro, quantificar o nível de fosforilação de cada uma das 
tirosinas de M2, através da análise por espectometria de massa dos vários péptidos fosforilados 
resultantes da digestão da proteína M2 selvagem, isolada previamente de células A20. Estudos 
realizados por M. Pires de Miranda estão também a ser desenvolvidos no sentido de determinar a 
estrutura tridimensional da proteína M2 fosforilada, especialmente quando complexada com os seus 
ligandos, para perceber como é que os motivos de tirosina fosforilados actuam em conjunto com a região 
rica em prolinas C-terminal para formar o sinalossoma.       
Outra hipótese possível é que em vez de um sinalossoma com todas as proteínas, M2 nucleie vários 
micro-sinalossomas que depois se podem associar entre si. Além disso, M2 pode também formar 
dímeros em vez de existir sob a forma de monómero, o que aumentaria as possibilidades de ligação aos 
parceiros celulares.  
 
Outro objectivo do presente trabalho foi compreender o padrão de localização subcelular de M2 em 
células B e investigar a contribuição dos seus motivos de ligação a domínios SH2 e SH3 para essa 
mesma localização. Neste tipo celular, a proteína M2 localiza-se maioritariamente em regiões 
justamembranares, e em menor quantidade no citoplasma (capítulo 4 deste trabalho, secção 4.2.1; Liang 
et al., 2004; Macrae et al., 2003). Os nossos resultados demonstram que a localização de M2 na região 
justamembranar é dependente dos três domínios PxxP C-terminais. Mais, estes resultados indicam ainda 
que a localização subcelular de M2 é dependente da expressão de uma cinase da família Src, 
possivelmente Fyn, naturalmente associada à membrana. Em células SYF, que não expressam as 
cinases Src, Yes e Fyn, M2 localiza-se principalmente no núcleo. No entanto, o padrão de localização 
justamembranar de M2 é resgatado pela sobre-expressão conjunta de Fyn. Contudo não podemos 
excluir a possibilidade de outras cinases serem também capazes de localizar M2 na região 
justamembranar. Esta questão deverá ser futuramente investigada em mais detalhe. Será interessante 
repetir a experiência de imunofluorescência nas células SYF, sobre-expressando desta vez as cinases 
Src, Yes ou até a cinase Lyn, para ver se os efeitos na localização subcelular de M2 são os mesmos. 
Investigações recentes do nosso laboratório que demonstraram a associação directa entre o domínio 
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SH3 de Fyn e Lyn e a região rica em prolinas C-terminal de M2, e ainda que a actividade cinásica das 
cinases da família Src não é necessária para a localização justamembranar de M2 (resultados não 
publicados), sugerem que a cinase desempenha um papel directo no recrutamento da proteína viral para 
a membrana e não um papel indirecto através da fosforilação de outra proteína à qual M2 se ligasse ou 
através da modulação do citoesqueleto de actina.  
A associação de M2 com uma cinase pode ter como função trazer a proteína viral para a proximidade 
dos seus alvos celulares e garantir o nível de fosforilação adequado para a formação do sinalossoma.  
 
A eficiente colonização dos folículos linfóides pelo vírus MuHV-4 dependente da presença das células Th 
CD4+ e da via co-estimulação de CD40 (Kim et al., 2003; Stevenson and Doherty, 1999). Por essa razão 
fomos investigar se M2 conseguia também modelar a ajuda das células Th CD4+. Desta forma, através 
da formação do sinalossoma, M2 podia estar a manipular as vias de sinalização em células B de modo a 
induzir um estado pro-sináptico na célula B infectada que fosse capaz de atrair o auxílio das células T 
helper CD4+, na ausência de antigénio específico. É de realçar que uma das proteínas que M2 recruta 
para o sinalossoma é NCK1, uma proteína adaptadora envolvida na modulação da actina. Ao modelar a 
actividade NCK1 e de Vav1, M2 pode ter um papel na promoção da polimerização da actina, o que é 
importante para a regulação da activação da célula B e para a formação da sinapse imunológica entre 
células B e T.   
Para responder a essa questão, começámos por investigar o padrão de localização celular de M2, no 
contexto da formação de SI entre células B e T. Os resultados apresentados neste trabalho demonstram 
que M2 polariza para a zona de contacto da sinapse imunológica formada entre células B e T, em dois 
sistemas in vitro diferentes (capítulo 5). A polarização de M2 é dependente dos domínios Y120 e dos três 
PxxP C-terminais, o que sugere que é dependente da formação do sinalossoma, e portanto das suas 
funções moleculares. Foi também demonstrado que sob a influência de M2 e do mutante M2Y129F, o 
MTOC da célula B está mais polarizado para a zona de contacto (capítulo 5), o que é indicativo de que a 
formação do sinalossoma promove a activação da célula B infectada. Estudos realizados por grupos 
independentes demonstraram que a activação da via Vav1/Rac1 (Ardouin et al., 2003; Martin-Cofreces et 
al., 2008), a actividade de Fyn (Martin-Cofreces et al., 2008; Martin-Cofreces et al., 2006) e a activação 
da via de PLCγ2 (Quann et al., 2009), são importantes para a polarização do MTOC da célula T para a 
sinapse. Os resultados aqui apresentados indicam que pelo menos na célula B e no nosso sistema 




experimental, a fosforilação de PLCγ2 e a sua possível activação, não parece estar envolvida na 
polarização do MTOC, pois o mutante M2Y129F foi igualmente capaz de induzir a sua polarização para a 
zona de contacto.         
Tendo em conta a polarização de M2 para a zona de contacto da SI, investigámos em seguida se a 
proteína viral conseguia atrair a atenção das células Th CD4+, promovendo dessa forma a formação de 
SI entre as células B infectadas e as células Th CD4+, mesmo na ausência de apresentação de antigénio 
específico. Os nossos resultados indicam que, no nosso sistema experimental, a proteína M2 per se não 
consegue substituir a presença de antigénio específico nem diminuir a quantidade mínima de antigénio 
(0.01 µM) necessária para a formação da SI (capítulo 5). Independentemente do tempo de conjugação, a 
percentagem de conjugados medida por análise de FACS aquando da expressão de M2 foi semelhante 
à obtida quando o mutante M2Y ou a proteína viral controlo K3 foram expressas.   
 
Se o papel de M2 não é o de promover a formação de conjugados, qual é então a sua função na SI? 
Resultados recentes do nosso laboratório sugerem que M2 estimula a expressão de várias moléculas de 
células B envolvidas na SI, independentemente da presença de antigénio, tais como, as moléculas co-
estimulatórias CD80 e CD86, a molécula de adesão ICAM-1, e em menor quantidade o receptor CD40 e 
o ligando de CD2, CD48 (M. Alenquer, resultados não publicados). Em particular, o aumento da 
expressão de CD80 e CD86 argumenta a favor da noção de que M2 promove a activação das vias de 
sinalização de células B, na ausência de estímulos externos, pois a expressão dos genes que codificam 
estas proteínas celulares é induzida pela ligação do antigénio ao BCR. Todas as moléculas acima 
descritas desempenham um papel crucial na correcta formação da SI, na transmissão bidireccional de 
sinais e, consequentemente, na activação das células B e Th CD4+.  
O aumento da expressão superficial destas moléculas pode facilitar a interacção da célula B infectada 
com a célula Th, o que sugere que a SI formada entre estas células pode ser mais estável. Esta hipótese 
parece ir contra a nossa observação de que, aquando da expressão de M2, não se verifica nenhum 
aumento no número de conjugados, em relação ao obtido nas condições em que K3 ou M2Y são 
expressos. Esta questão está presentemente a ser investigada em mais detalhe a fim de esclarecer esta 
dúvida. Por outro lado, é possível que a manipulação da composição proteica da SI pela proteína viral 
não tenha como objectivo promover a formação de conjugados mas sim a modulação do sinal aí 
transmitido. A ligação de CD145 a CD40 faz com que a célula Th CD4+ emita um sinal que activa a 
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célula B a expressar, por exemplo, receptores de citocinas, e a ligação de CD28 a CD80/CD86 faz com 
que a célula B forneça sinais co-estimulatórios cujo resultado é a activação completa da célula Th. Como 
tal, ao induzir a expressão de CD80/CD86 e CD40, M2 pode modelar directamente o sinal de activação 
fornecido à célula Th CD4+ pela célula B infectada, e indirectamente o sinal de activação recíproco 
fornecido pela célula Th, respectivamente. Isto porque, o estado de activação da célula Th define 
também o tipo de auxílio que ela reciprocamente fornece à célula B, quer através do tipo de citocinas 
que produz e liberta para o meio extracelular quer através dos sinais transmitidos pelo contacto celular 
estabelecido através da ligação de CD40. Em conjunto, estes dois sinais são importantes para a 
activação completa das células B e para a sua entrada nos centros germinativos. Adicionalmente, estes 
sinais influenciam também a decisão das células B de CG em se diferenciarem em células plasmáticas 
ou em células B de memória.     
Os nossos resultados sugerem que M2 desempenha um papel na modulação do sinal transmitido na SI, 
pois demonstram que, no nosso sistema experimental, a formação de conjugados entre células B que 
expressam M2 e células Th CD4+ resulta numa activação mais forte desta última, tal como observado 
pelo aumento de vários parâmetros de activação da célula T (mobilização do cálcio intracelular, 
produção aumentada de IL-2 e INF-γ e maior proliferação celular) (capítulo 6). Mais, a influência de M2 
na activação mais robusta das células Th CD4+ revelou-se dependente do contacto físico entre os dois 
tipos celulares e da presença de péptido específico (capítulo 6). Estes resultados demonstram assim que 
M2 actua em sinergismo com o antigénio específico, induzindo uma activação mais robusta da célula Th 
CD4+, com menor quantidade de antigénio. 
 
Experiências realizadas por D. Depoil demonstraram que as células T helper escolhem as APCs que 
apresentam um estímulo mais forte, dedicando a sua ajuda especificamente a essas células em 
detrimento de outras que apresentam estímulos mais fracos (Depoil et al., 2005). Assim, a expressão de 
M2 poderá ter como função atrair a ajuda das células Th CD4+ para as células B infectadas por MuHV-4.  
A possibilidade de o estímulo fornecido pelas células B que expressam a proteína M2 ser mais forte que 
o das células B normais, poderá ser confirmada futuramente através da realização de experiências de 
competição. Para isso, células B normais ou a expressar M2, carregadas com uma concentração 
adequada de péptido específico, seriam conjugadas com células Th CD4+. A preferência das células Th 
CD4+ pelas células B a expressar M2, em detrimento das células B normais, ambas carregadas com a 




mesma concentração de antigénio, seria uma demonstração inequívoca de que M2 modela o sinal 
transmitido na SI pela célula B, tornando-o mais forte de modo a conseguir atrair as células Th CD4+ 
para as células B infectadas.  
 
A sinalização a partir do BCR e a interacção com as células Th CD4+ volta a ser crucial, após a 
colonização dos folículos linfóides, para a recombinação da classe da molécula de imunoglobulina (Ig) 
das células B de CG e para a sua diferenciação em células plasmáticas ou em células B de memória. 
Por essa razão, é possível que a proteína M2 volte a desempenhar um papel importante nesta fase da 
infecção latente. Ao modelar o sinal transmitido na SI e a ajuda das células Th CD4+, M2 poderia 
também induzir a diferenciação das células de CG latentemente infectadas em células B de memória, 
que constituem o reservatório de latência maioritário do vírus MuHV-4. 
Um estudo recente sugere que M2 é crucial para indução da recombinação da classe de Ig das células B 
de CG (Liang et al., 2009), o que implica um papel na promoção da diferenciação das células B de CG. 
Neste estudo, a recombinação da classe de Ig das células de CG, após a infecção intranasal de ratinhos 
com um vírus defectivo para a expressão de M2, está fortemente comprometida, em comparação com o 
verificado após a infecção com o vírus MuHV-4 selvagem. No entanto, é preciso cuidado na 
interpretação destes resultados pois esta análise só foi realizada aos 16 dias pós-infecção (p.i.). Uma 
vez que os resultados do nosso laboratório (Pires de Miranda et al., 2008) mostram que os vírus 
defectivos para as funções moleculares de M2 apresentam um atraso na colonização dos folículos, seria 
importante repetir esta análise a tempos mais longos pós-infecção como por exemplo aos 21 dias p.i. 
A influência das funções moleculares de M2, enquanto proteína modeladora das vias de sinalização da 
célula B, na diferenciação das células B de CG, não está ainda investigada.   
 
Uma vez que, de acordo com os resultados descritos neste estudo, M2 per se não promove a formação 
de conjugados, unicamente intensifica o sinal transmitido na SI, tem de haver sempre algum nível de 
estimulação antigénica para que o TCR da célula T reconheça e interaja com as MHC-II na célula B. 
Pode especular-se que, no contexto fisiológico de infecção, outras proteínas virais expressas durante a 
fase de latência possam actuar em conjunto com M2, desta forma conseguindo atrair o auxilio das 
células Th CD4+, independentemente da presença de antigénio específico. No nosso sistema, estamos a 
investigar o papel isolado da proteína M2. Esta pode ser suficiente para modelar as vias de sinalização 
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de células B, independentemente da ligação do BCR, e para activar mais fortemente a célula Th CD4+, 
mas insuficiente para promover a formação dos conjugados. O facto de M2 poder actuar em conjunto 
com outras proteínas virais pode justificar o fenótipo observado aquando da infecção de ratinhos Balb/c 
com vírus recombinantes defectivos para as funções moleculares de M2 (vM2Y e vM2P2). A infecção 
com estes vírus resulta somente num atraso na colonização dos folículos linfóides e no início da 
proliferação das células infectadas nos CG, não impossibilitando a colonização dos folículos.  
Alternativamente, é possível que o vírus MuHV-4 consiga fazer, através de um processo de cross-
priming, o carregamento das MHC-II com péptidos virais ainda desconhecidos, que são depois 
apresentados às células Th CD4+. Desta forma o vírus conseguiria atrair o auxílio das células T, crucial 
para a colonização dos folículos linfóides. Esta possibilidade está correntemente a ser investigada no 
nosso laboratório por J. Decalf.   
 
Em conclusão, este trabalho demonstrou que M2 é uma proteína adaptadora de localização 
justamembranar que, através dos seus motivos de interacção com domínios SH2 e SH3, promove a 
formação de um sinalossoma constituído por PLCγ2/Vav1/p85α/Fyn/NCK1, promovendo assim a 
fosforilação de PLCγ2 e Vav1, independentemente da estimulação do BCR (Figura 7.1.). Através das 
suas funções moleculares como proteína modeladora, M2 intensifica também o estímulo transmitido na 
SI pela célula B, promovendo assim uma maior activação das células Th CD4+ específicas (Figura 7.1.).  
Este estudo sugere a existência de uma nova estratégia utilizada pelo vírus MuHV-4 para promover a 
completa activação das células B e a eficiente colonização dos folículos linfóides secundários. Através 
da expressão de uma proteína adaptadora que interage com várias proteínas celulares envolvidas na 
sinalização de células B, o vírus pode ser capaz de modelar os sinais celulares necessários para a 
indução da proliferação das células B infectadas nos centros germinativos e a consequente colonização 
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Figura 7.1. Funções moleculares da proteína modeladora M2 do vírus MuHV-4. A proteína M2 do vírus MuHV-4 
é uma proteína adaptadora que promove a formação de um sinalossoma, através do qual promove a fosforilação de 
PLCγ2 e Vav1 (circulo encarnado). Deste modo modela as vias de sinalização a partir do BCR, induzindo 
possivelmente a activação da célula B, na ausência de estímulos externos. Através das suas funções moleculares 
como proteína modeladora, M2 modela ainda o sinal transmitido na sinapse imunológica, o que resulta numa 
activação mais robusta das células Th CD4+ (setas encarnadas), tal como se verifica pelo aumento da mobilização 
do cálcio intracelular ([Ca2+]i), pelo aumento da produção de IFN-γ e IL-2, e pela maior proliferação das células Th 
CD4+. Desta forma M2 pode atrair a atenção das células T efectoras para as células B infectadas. A modulação 
destes dois sinais (sinal de activação a partir do BCR e sinal auxiliar fornecido pelas células T) é essencial para a 
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8.1. Reagentes Gerais 
 
Os reagentes químicos gerais utilizados ao longo deste trabalho foram fornecidos por diferentes 
companhias comerciais, tais como: Sigma, Calbiochem, Fluka, Merck, Pierce, Roche e Invitrogen. Os 
reagentes para biologia molecular e as endonucleases de restrição foram fornecidos pela Roche, New 
England Biolabs, Promega e Invitrogen. Os meios de cultura para células de mamíferos, assim como os 
respectivos suplementos, foram fornecidos pela GIBCO® BRL, Invitrogen e Peprotech. Os 
oligonucleótidos sintéticos foram sintetizados pela Thermo Fisher Scientific.     
 
8.2. Anticorpos e Corantes Vitais 
 
8.2.1. Anticorpos primários 
 
O soro policlonal anti-M2 (Madureira et al., 2005) foi produzido por imunização de coelhos brancos da 
Nova Zelândia (Abcam) com a proteína de fusão GST-M2. Este anticorpo foi utilizado para ensaios de 
Western-blot e imunoprecipitação.  
O anticorpo específico dirigido contra o péptido sintético fosforilado, que contém os resíduos 168 a 180 
da proteína Vav1 (anti-pY174 Vav1), foi anteriormente descrito (Lopez-Lago et al., 2000). Este anticorpo 
foi utilizado para ensaios de Western-blot e imunofluorescência. 
 
Os restantes anticorpos primários utilizados neste estudo encontram-se disponíveis comercialmente e 
estão descritos na tabela abaixo: 
 
Nome (Clone) Utilização Reactividade Tipo Espécie Companhia 
c-Myc (9E10) WB Na Monoclonal 
IgG1 
Ratinho Clontech 
HA (16B12) WB Na Monoclonal Ratinho Covance 





FLAG (M2) WB Na Monoclonal 
IgG1 
Ratinho Sigma-Aldrich 
p-Tyr (PY99) WB, IP, IF Na Monoclonal 
IgG2b 
Ratinho Santa Cruz 
Biotechnology 
GFP (ab290) WB Na Policlonal Coelho Abcam 




WB, IP Rt, H, M e R Policlonal Coelho Upstate cell 
signaling solutions 




WB, IP R, Rt e H Policlonal Coelho Santa Cruz 
Biotechnology 
Fyn (FYN3) WB R, RT, H, Z e 
X 
Policlonal Coelho Santa Cruz 
Biotechnology 
NCK1 WB, IP S, B, H, C, G, 
R e Rt 
Monoclonal 
IgG2b 




WB H, R, Rt e M Policlonal Coelho Cell Signaling 
Technology® 
PKC (A-3) WB R, Rt e H Monoclonal 
IgG2a 





WB H, R, Rt e Hm Monoclonal 
IgG2b 




WB, IP R, Rt e H Policlonal Cabra Santa Cruz 
Biotechnology 
p-ERK (E-4) WB R, Rt e H Monoclonal 
IgG2a 
Ratinho Santa Cruz 
Biotechnology 
ERK (C-16) WB, IP R, Rt, H, G, S Policlonal Coelho Santa Cruz 
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e Z Biotechnology 
Actina 
(A2066) 
WB Vertebrados Policlonal Coelho Sigma-Aldrich 
α-Tubulina 
(DM1A) 
IF L, H, G, Rt, A, 




INFγ (AN-18) IF M Monoclonal 
IgG1, κ 
Ratazana BD PharmingenTM 




CF R Monoclonal 
IgG1, κ 
Ratazana BD PharmingenTM 
IL-2-PE 
(JES6-5H4) 





CF R Monoclonal 
IgG2a, κ 
Ratazana BD PharmingenTM 
CD69-FITC 
(H1.2F3) 
CF R Monoclonal 
IgG1, λ3 
Hamster BD PharmingenTM 
TCR DO11.10-
PE (KJ1.26) 






CF R Monoclonal 
IgG2b 
Ratazana AbD Serotec 
CD3e 
(145-2C11) 
CC R Monoclonal Hamster eBioscience 
CD40 (3/23) CC R Monoclonal 
IgG2a, κ 
Ratazana BD PharmingenTM 
GST  WB Na Policlonal Cabra GE Healthcare 
WB – Western-blot; IP – imunoprecipitação; IF – Imunofluorescência; CF – Citometria de fluxo; CC – Cultura de Células 
R – Ratinho; Rt – Ratazana; H – Humano; M – Macaco; Hm – Hamster; G – Galinha; S – Sapo; Z – Peixe Zebra; L – Levedura; A – 
Anfíbios; F – Fungos; B – Bovino; C – Cão; X – Xenopus 
na – não aplicável 
 




8.2.2. Anticorpos secundários 
 
Os anticorpos secundários dirigidos contra as imunoglobulinas de classe G (IgGs) de coelho, ratinho, ou 
cabra, conjugados com a enzima peroxidase de rábano (HRP, do inglês horse radish peroxidase), 
utilizados em ensaios de Western-blot, foram fornecidos pela GE Healthcare, pela Jackson 
Immunoresearch e pela Santa Cruz Biotechnology, respectivamente.  
 
Os anticorpos secundários dirigidos contra as IgGs de coelho, ratinho ou ratazana, conjugados com 
fluorocromos com diferentes espectros de excitação/emisssão (Alexa Fluor conjugated secondary 
antibodies), utilizados em ensaios de imunofluorescência, foram fornecidos pela Molecular Probes®, 
Invitrogen.  
 
8.2.3. Corantes vitais  
 
Em algumas aplicações de imunofluorescência e citometria de fluxo, as células foram marcadas com os 
seguintes corantes vitais fluorescentes fornecidos pela Molecular Probes®, Invitrogen: CellTrackerTM 
Azul CMAC (7-amino-4-clorometilcumarina; #C2110), CellTrackerTM Verde CMFDA (diacetato de 5-
clorometilfluoresceína; #C7025), CellTrackerTM Laranja CMTMR (5-(e 6)-(((4-clorometil)benzoil)amino) 




8.3.1. Péptidos Fosforilados de M2 
 
Os péptidos fosforilados da proteína viral M2 foram desenhados por M. Pires de Miranda e sintetizados 
pela Sigma. Os péptidos são derivados da zona da sequência genómica de M2 que contém as duas 
tirosinas que são fosforiladas (Y120 e Y129). Cada péptido contém uma sequência de 13 aminoácidos 
sendo biotinilados na extremidade N-terminal. A sequência dos péptidos é a seguinte: pY120 – biotina-
SPEENIpYETANSE-OH e pY129 – biotina-ANSEPVpYIOPIST-OH, onde “p” indica a tirosina fosforilada. 
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8.3.2. Péptidos de Ovalbumina (OVA)  
 
O péptido de OVA (aa 323-339), com a seguinte sequência proteica – ISQAVHAAHAEINEAGR, utilizado 
neste estudo, foi adquirido à GenWay Biotech, Inc. (#06-271-83379). 
O péptido de OVA alterado (aa 333) foi sintetizado pela Thermo Fisher Scientific. Este péptido apresenta 
uma alteração pontual no resíduo 333 do péptido de OVA (aa 323-339), onde um ácido glutâmico (E) é 
substituído por uma alanina (A). A sequência do péptido alterado é a seguinte: NH2-
ISQAVHAAHAAINEAGR.     
 
8.4. Linhas Celulares 
 
As seguintes linhas celulares foram utilizadas ao longo deste estudo: 
 
Células COS1 – Linha celular proveniente de rim de macaco verde africano, utilizada como sistema de 
expressão ectópico para as proteínas em estudo (PLCγ1, PLCγ2, Vav1, p85α, SHP2, Lyn, Fyn, NCK1, 
M2 e respectivos mutantes), nos ensaios de precipitação e imunoprecipitação. 
 
Células HEK 293T – Células fibroblásticas embrionárias provenientes de rim humano. Foram utilizadas 
como linha celular de empacotamento para produção de partículas virais derivadas do murine stem cell 
virus. 
 
Células SYF – Células fibroblásticas embrionárias provenientes de ratinhos B6/C57, deficientes para as 
proteínas cinases de tirosinas da família Src (Src, Yes e Fyn), e imortalizadas com o antigénio T grande 
do SV40. Estas células foram utilizadas em ensaios de imunofluorescência. 
 
Células B A20 – Linha celular de linfócitos B proveniente de um tumor de ratinho da estirpe Balb/c, 
utilizada em ensaios de imunoprecipitação, imunofluorescência, sinapse imunológica, conjugação e de 
citometria de fluxo.   
 




Células B Raji – Linha celular humana de linfócitos B proveniente de um linfoma de Burkitt, utilizada em 
ensaios de precipitação e de sinapse imunológica.  
  
Células T Jurkat – Linha celular humana de linfócitos T, proveniente do sangue periférico de um doente 
com leucemia linfoblástica aguda de células T, utilizada em ensaios de sinapse imunológica.   
   
Células T CD4
+
 Tg DO11.10 – Linfócitos T CD4+ purificados do baço de ratinhos Balb/c DO11.10 de 
estirpe selvagem. Estas células têm um receptor de células T (TCR, do inglês T cell receptor) 
transgénico, constituído pelo rearranjo dos genes Vα13 e Vβ8,2, que reconhece especificamente o 
péptido de ovalbumina de galinha (OVAp, ISQAVHAAHAEINEAGR, aa 323-339). A sua purificação foi 
realizada conforme descrito na secção 8.11.1.1., tendo sido utilizadas em ensaios de sinapse 
imunológica e conjugação. 
 
8.5. Estirpes Bacterianas 
 
As estirpes bacterianas utilizadas neste estudo para transformação e propagação de plasmídeos foram a 
Escherichia coli XL1 Blue (Stratagene), cujo genótipo é: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [F´ proAB lacIqZ.M15 Tn10 (Tetr)], ou a Escherichia coli DH5α (Invitrogen), cujo genótipo é: F‾ 
φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rk
‾mk
+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-. 
A estirpe de E. coli BL21 (DE3) (Stratagene) de genótipo B F‾ dcm ompT hsdS (rB
‾ mB
‾) gal λ(D3), foi 




Nas sequências de oligonucleótidos sintéticos enumeradas abaixo, os locais de restrição inseridos para 
possibilitar a clonagem nos vectores de expressão de interesse encontram-se sublinhados.  
 
8.6.1. Plasmídeos para expressão transiente em células de mamífero 
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pCMVmyc/HA – plasmídeo comercial, fornecido pela Clontech, utilizado para a expressão transiente em 
células de mamífero, de diversas proteínas em fusão com os epítopos myc ou HA, ou como controlo de 
transfecção para as diversas experiências.   
 
pCMVmyc/HA-M2 – plasmídeo utilizado para a expressão transiente da proteína viral M2 em células de 
mamífero. Este plasmídeo foi construído por L. Rodrigues (Rodrigues et al., 2006) . 
 
pCMVmyc/HA-M2P2 – plasmídeo utilizado para a expressão transiente em células de mamífero de uma 
versão da proteína viral M2 na qual os resíduos de prolina nas posições 165, 167, 170 e 174 foram 
substituídos por resíduos de alanina. Este plasmídeo foi construído por P. Madureira (Madureira et al., 
2005). 
 
pCMVmyc/HA-M2Y – plasmídeo utilizado para a expressão transiente em células de mamífero de uma 
versão da proteína viral M2 na qual os resíduos de tirosina nas posições 120 e 129 foram substituídos 
por resíduos de fenilalanina. Este plasmídeo foi construído por L. Rodrigues (Rodrigues et al., 2006). 
 
pCMVmyc/HA-M2Y120F – plasmídeo utilizado para a expressão transiente em células de mamífero de 
uma versão da proteína viral M2 na qual o resíduo de tirosina na posição 120 foi substituído por um 
resíduo de fenilalanina. Este plasmídeo foi construído por M. Pires de Miranda (Pires de Miranda et al., 
2008). 
 
pCMVmyc/HA-M2Y129F – plasmídeo utilizado para a expressão transiente em células de mamífero de 
uma versão da proteína viral M2 na qual o resíduo de tirosina na posição 129 foi substituído por um 
resíduo de fenilalanina. Este plasmídeo foi construído por M. Pires de Miranda (Pires de Miranda et al., 
2008). 
 
pCMVmyc/HA-Fyn – plasmídeo utilizado para a expressão transiente da proteína Fyn em células de 
mamífero. Este plasmídeo foi construído por L. Rodrigues (Rodrigues et al., 2006). 
 




pCMVmyc/Ha-Lyn – plasmídeo utilizado para a expressão transiente da proteína Lyn em células de 
mamífero. Este plasmídeo foi construído por L. Rodrigues (Rodrigues et al., 2006). 
 
pCDNA3-Vav1 – plasmídeo utilizado para expressar transientemente Vav1 em células de mamífero. 
Este plasmídeo foi descrito anteriormente (Crespo et al., 1997).  
 
pCIneo-PLCγ1 – plasmídeo utilizado a expressão transiente de PLCγ1 em células de mamífero. Este 
plasmídeo foi descrito anteriormente (Stoica et al., 1998). 
 
pMT2-PLCγ2 – plasmídeo utilizado para a expressão transiente de PLCγ2 em células de mamífero. O 
plasmídeo foi uma generosa dádiva da Dra. M. Katan (Institute of Cancer Research, London), tendo sido 
descrito anteriormente (Sultzman et al., 1991). 
  
pCMV6-p85α-FLAG – plasmídeo utilizado para a expressão transiente de p85α em células de mamífero. 
O plasmídeo foi uma generosa dádiva do Dr. L. C. Cantley (Harvard Medical School, Boston, MA), tendo 
sido descrito anteriormente (Brachmann et al., 2005). 
  
pCMVmyc-SHP2 – plasmídeo utilizado para expressar transientemente SHP2 em células de mamífero. 
A ORF SHP2 foi clonada no vector pCMVmyc por amplificação por reacção em cadeia da polimerase 
(PCR, do inglês polymerase chain reaction), a partir do plasmídeo pCDNA3.1-SHP2 (Chen et al., 2003), 
utilizando os seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAA GGA ATT CGG AGG AAC ATG ACA TC (Eco 
RI); 5` AAA GGT ACC TCA TCT GAA ACT CCT CTG C (Kpn I). O plasmídeo pCDNA3.1-SHP2 foi uma 
generosa dádiva do Dr. D. Wang (Blood Research Institure, BloodCenter of Wisconsin, Milwaukee, WI).   
 
pRK5-HA-NCKα – plasmídeo utilizado para a expressão transiente de NCKα em células de mamífero. 
Este plasmídeo foi descrito anteriormente (Chen et al., 1998). 
 
mCherry-PH-AKT – plasmídeo utilizado para expressar transientemente o domínio PH de AKT em 
células de mamífero. O domínio PH de AKT foi subclonado no vector pmCherry-C1 (Clontech) por 
digestão a partir do plasmídeo GPF-PH-AKT utilizando as endonucleases de restrição Xba I e Bam HI. O 
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plasmídeo GFP-PH-AKT foi uma generosa dádiva do Dr. T. Meyer (Stanford University School of 
Medicine, Stanford, CA).    
 
pEGFP-C1 e pEGFP-C3 – plasmídeos comerciais, fornecidos pela Clontech, utilizados para a expressão 
transiente em células de mamífero, de diversas proteínas em fusão com a proteína verde fluorescente 
(GFP, do inglês Green Fluorescent Protein), ou como controlo de transfecção para as diversas 
experiências.   
 
pEGFP-M2 – plasmídeo utilizado para a expressão transiente em células de mamífero, da proteína viral 
M2, em fusão com GFP. A ORF M2 foi subclonado no vector pEGFP-C3 por digestão a partir do 
plasmídeo pCMVmyc-M2, utilizando as endonucleases de restrição Eco RI e Kpn I.  
 
pEGFP-M2P2 – plasmídeo utilizado para a expressão transiente em células de mamífero de uma versão 
da proteína viral M2, na qual os resíduos de prolina nas posições 165, 167, 170 e 174 foram substituídos 
por resíduos de alanina, em fusão com GFP. A ORF M2P2 foi subclonado no vector pEGFP-C1 por 
digestão a partir do plasmídeo pCMVHA-M2P2, utilizando as endonucleases de restrição Xho I e Kpn I.  
 
pEGFP-M2Y – plasmídeo utilizado para a expressão transiente em células de mamífero de uma versão 
da proteína viral M2 na qual os resíduos de tirosina nas posições 120 e 129 foram substituídos por 
resíduos de fenilalanina, em fusão com GFP. A ORF M2Y foi subclonado no vector pEGFP-C1 por 
digestão a partir do plasmídeo pCMVHA-M2Y, utilizando as endonucleases de restrição Xho I e Kpn I.  
 
pEGFP-M2Y120F – plasmídeo utilizado para a expressão transiente em células de mamífero de uma 
versão da proteína viral M2 na qual o resíduo de tirosina na posição 120 foi substituído por um resíduo 
de fenilalanina, em fusão com GFP. A ORF M2Y120F foi subclonado no vector pEGFP-C3 por digestão a 
partir do plasmídeo pCMVmyc-M2Y120F, utilizando as endonucleases de restrição Eco RI e Kpn I. 
 
pEGFP-M2Y129F – plasmídeo utilizado para a expressão transiente em células de mamífero de uma 
versão da proteína viral M2 na qual o resíduo de tirosina na posição 129 foi substituído por um resíduo 




de fenilalanina, em fusão com GFP. A ORF M2Y129F foi subclonado no vector pEGFP-C3 por digestão a 
partir do plasmídeo pCMVmyc-M2Y129F, utilizando as endonucleases de restrição Eco RI e Kpn I. 
 
8.6.2. Plasmídeos de expressão em bactéria 
 
pGEX-4T-1 e pGEX-4T-3 – plasmídeos comerciais, fornecidos pela GE Healthcare, que permitem a 
expressão e purificação da enzima S-transferase de glutationa (GST), ou de proteínas recombinantes em 
fusão com GST, em células de E. coli. 
   
pGEX-PLCγ2 SH2 (N) – plasmídeo que permite a expressão e purificação do domínio SH2 N-terminal 
(aa 532-635)  da proteína PLCγ2 em fusão com a enzima GST em células de E. coli. O domínio SH2 foi 
clonado no vector pGEX-4T-3 por amplificação por PCR, a partir do plasmídeo pMT2-PLCγ2, utilizando 
os seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAG AAT TCG AAA TGG TTC CAC A (Eco RI); 5` AAA GTC 
GAC CAC AGG GTC C (Sal I).  
 
pGEX-PLCγ2 SH2 (C) – plasmídeo que permite a expressão e purificação do domínio SH2 C-terminal 
(aa 641-674) da proteína PLCγ2 em fusão com a enzima GST em células de E. coli. O domínio SH2 foi 
clonado no vector pGEX-4T-3 por amplificação por PCR, a partir do plasmídeo pMT2-PLCγ2, utilizando 
os seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAA GGA TCC CCG TGG TAC TAT G (Bam HI); 5` AAA 
GAA TTC CAC GGG GTA GC (Eco RI).  
 
pGEX-p85α SH2 (N) – plasmídeo que permite a expressão e purificação do domínio SH2 N-terminal (aa 
332-428) da proteína p85α em fusão com a enzima GST em células de E. coli. O domínio SH2 foi 
clonado no vector pGEX-4T-3 por amplificação por PCR, a partir do plasmídeo pCMV6-p85α-FLAG, 
utilizando os seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAG AAT TCT GAA TGG TAC TGG G (Eco RI); 5` 
AAA CTC GAG CAC TGG GTA GAG (Xho I).  
 
pGEX-p85α SH2 (C) – plasmídeo que permite a expressão e purificação do domínio SH2 C-terminal (aa 
617-724) da proteína p85α em fusão com a enzima GST em células de E. coli. O domínio SH2 foi 
clonado no vector pGEX-4T-1 por amplificação por PCR, a partir do plasmídeo pCMV6-p85α-FLAG, 
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utilizando os seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAA GAA TTC TGG AAT GTC GG (Eco RI); 5` 
AAA CTC GAG TAC TGG GTA TGC T (Xho I). 
 
pGEX-SHP2 SH2 (N) – plasmídeo que permite a expressão e purificação do domínio SH2 N-terminal (aa 
6-102) da proteína SHP2 em fusão com a enzima GST em células de E. coli. O domínio SH2 foi clonado 
no vector pGEX-4T-3 por amplificação por PCR, a partir do plasmídeo pCDNA3.1-SHP2, utilizando os 
seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAA GGA TCC TGG TTT CAC C (Bam HI); 5` AAA GAA TTC 
CAG CGG GTA C (Eco RI).  
 
pGEX-SHP2 SH2 (C) – plasmídeo que permite a expressão e purificação do domínio SH2 C-terminal (aa 
111-216) da proteína SHP2 em fusão com a enzima GST em células de E. coli. O domínio SH2 foi 
clonado no vector pGEX-4T-3 por amplificação por PCR, a partir do plasmídeo pCDNA3.1-SHP2, 
utilizando os seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAA GGA TCC AGG TGG TTC C (Bam HI); 5` 
AAA CTC GAG GAG GGG CTG (Xho I).  
 
pGEX-Lyn SH2 – plasmídeo que permite a expressão e purificação do domínio SH2 (aa 128-226) da 
proteína cinase de tirosinas Lyn em fusão com a enzima GST em células de E. coli. O domínio SH2 foi 
clonado no vector pGEX-4T-3 por amplificação por PCR, a partir do plasmídeo pCMVmyc-Lyn, utilizando 
os seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAA GGA TCC GAG TGG TTC TTC (Bam HI); 5` AAA CTC 
GAG GCA TGC CTT C (Xho I).  
 
8.6.3. Plasmídeos utilizados na produção de partículas virais transdutoras 
 
O plasmídeo pMSCV-IRES-Zeo, baseado no retrovírus murine stem cell virus, possibilita a selecção de 
células transduzidas com base no antibiótico Zeocina. Este facto deve-se à presença de um local interno 
de ligação aos ribossomas (IRES, do inglês internal ribosome entry site), proveniente do vírus da 
encefalomiocardite, o que possibilita a transcrição da zeocina no mesmo RNA mensageiro bicistrónico do 
gene de interesse.  
 




pMSCV-K3-IRES-Zeo – plasmídeo que contém a ORF K3 de MuHV-4 clonada em pMSCV-IRES-Zeo. 
Foi utilizado para produzir partículas virais transdutoras que possibilitam a expressão de K3 em células 
A20. Este plasmídeo foi construído por P. Madureira (Madureira et al., 2005). 
 
pMSCV-M2-IRES-Zeo – plasmídeo utilizado para produzir partículas virais transdutoras que possibilitam 
a expressão de M2 em células A20. A ORF M2 foi retirada do plasmídeo pMSCV-M2-IRES-GFP 
(Rodrigues et al., 2006) por digestão com Eco RI e Xho I, e subclonada por inserção nos mesmos locais 
de restrição em pMSCV-K3-IRES-Zeo, substituindo a ORF K3. Este plasmídeo foi construído no nosso 
laboratório por C. Silva. 
 
pMSCV-M2P2-IRES-Zeo – plasmídeo utilizado para produzir partículas virais transdutoras que 
possibilitam a expressão de M2P2 em células A20. A ORF M2P2 for retirada do plasmídeo pMSCV-
M2P2-IRES-GFP (Rodrigues et al., 2006) por digestão com Eco RI e Xho I, e subclonada por inserção 
nos mesmos locais de restrição em pMSCV-K3-IRES-Zeo, substituindo a ORF K3. Este plasmídeo foi 
construído no nosso laboratório por C. Silva. 
 
pMSCV-M2Y-IRES-Zeo – plasmídeo utilizado para produzir partículas virais transdutoras que 
possibilitam a expressão de M2Y em células A20. A ORF M2Y for retirada do plasmídeo pMSCV-M2Y-
IRES-GFP (Rodrigues et al., 2006) por digestão com Eco RI e Xho I, e subclonada por inserção nos 
mesmos locais de restrição em pMSCV-K3-IRES-Zeo, substituindo a ORF K3. Este plasmídeo foi 
construído no nosso laboratório por C. Silva. 
 
pMSCV-M2Y120F-IRES-Zeo – plasmídeo utilizado para produzir partículas virais transdutoras que 
possibilitam a expressão de M2Y120F em células A20. A ORF M2Y120F foi amplificada por PCR, a partir 
do plasmídeo pST76K-SR-M2Y120F (construído no nosso laboratório por M. Alenquer), utilizando os 
seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAA GAA TTC ACA ATG GCA TCA ATG CAG AAG CTG ATC 
TCA GAG GAG GAC CTG GCC CCA ACA CCC CCA CAA GGA AAG AT (Eco RI); 5` AAA CTC GAG 
TTA CTC CTC GCC CCA CTC CAC (Xho I), e em seguida clonada, por inserção nos locais de restrição 
indicados, em pMSCV-K3-IRES-Zeo, substituindo a ORF K3. Este plasmídeo foi construído no nosso 
laboratório por C. Silva.  




pMSCV-M2Y129F-IRES-Zeo – plasmídeo utilizado para produzir partículas virais transdutoras que 
possibilitam a expressão de M2Y129F em células A20. A ORF M2Y129F foi amplificada por PCR, a partir 
do plasmídeo pST76K-SR-M2Y129F (construído no nosso laboratório por M. Alenquer), utilizando os 
seguintes oligonucleótidos sintéticos: 5` AAA GAA TTC ACA ATG GCA TCA ATG CAG AAG CTG ATC 
TCA GAG GAG GAC CTG GCC CCA ACA CCC CCA CAA GGA AAG AT (Eco RI); 5` AAA CTC GAG 
TTA CTC CTC GCC CCA CTC CAC (Xho I), e em seguida clonada por inserção nos locais de restrição 
indicados em pMSCV-K3-IRES-Zeo, substituindo a ORF K3. Este plasmídeo foi construído no nosso 
laboratório por C. Silva. 
 
pEQPAM3 – plasmídeo utilizado como vector auxiliar para a produção de partículas virais transdutoras 
do murine stem cell virus. Contém uma cassete de expressão dos genes gag, pol e env, sob o controlo 
das sequências LTR (do inglês long terminal repeats) provenientes do vírus da leucemia murina de 
Moloney, assim como sinais de poliadenilação, e a origem de replicação do vírus SV40 (Persons et al., 
1998). 
 
8.7. Métodos de Isolamento e Análise de DNA 
 
8.7.1. Análise de DNA por electroforese em gel de agarose 
 
As moléculas linearizadas de DNA foram separadas por migração electroforética em gel de agarose. Os 
géis foram preparados com concentrações entre 0,8% e 2% de agarose, consoante o tamanho das 
moléculas de DNA a separar. 
Para a preparação do gel, a agarose foi dissolvida em tampão de electroforese TAE 1 x concentrado (40 
mM Tris-acetate, 1 mM EDTA [pH 8,0]). De forma a permitir a visualização das moléculas de DNA, 
adicionou-se ao gel brometo de etídeo à concentração de 1 µg/ml. Após estar solidificado, o gel foi 
submerso em tampão de electroforese TAE 1 x concentrado, as amostras a analisar foram aplicadas nos 
poços em tampão de aplicação (5% glicerol, 10 mM EDTA, 0,025% azul de bromofenol e 0,025% cianol 
de xileno) e o gel foi sujeito a migração electroforética a uma voltagem constante (géis pequenos a 70-80 
V e géis médios a 100 V).  




As bandas de DNA foram visualizadas por incidência de luz ultravioleta e fotografadas com uma câmara 
de UV (MultiImage Light Cabinet, Alpha Innotech Corporation). O peso molecular dos fragmentos de 
DNA foi determinado por comparação com a migração electroforética de moléculas de DNA de peso 
molecular conhecido, aplicadas em paralelo com as amostras, utilizando o marcador de pesos 
moleculares 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies).  
 
8.7.2. Extracção de DNA a partir de gel de agarose 
 
Para purificar fragmentos de DNA específicos, procedeu-se à separação electroforética de moléculas 
linearizadas de DNA em gel de agarose. Após a electroforese, a banda de interesse foi identificada e 
excisada do gel com o auxílio de uma lâmina de bisturi estéril e transferida para um tubo de 
microcentrífuga. As moléculas de DNA foram extraídas do gel de agarose e concentradas utilizando o kit 
comercial QIAquick gel extraction kit (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante. O DNA 
purificado foi eluído em 30 µl de água MilliQ e guardado a -20ºC. 
Alíquotas de 3 µl, correspondentes a 10% da amostra, foram analisadas por electroforese em gel de 
agarose, tal como descrito na secção 8.7.1. para confirmação do correcto isolamento do fragmento 
pretendido. 
 
8.7.3. Ensaios de restrição enzimática 
 
As moléculas de DNA plasmídico, ou o produto de PCR, foram digeridas com as endonucleases de 
restrição apropriadas, e com os respectivos tampões de reacção, de acordo com as recomendações do 
fabricante.  
O volume de reacção, a quantidade de DNA digerido, e o volume de enzima utilizada, variaram 
consoante o objectivo da digestão. Se o objectivo da digestão enzimática das moléculas de DNA era a 
sua subsequente ligação e clonagem, digeriram-se 3 a 5 µg de DNA, com 10 U de cada endonuclease 
de restrição, na presença do tampão de reacção apropriado, num volume total de reacção de 50 µl. A 
reacção de digestão foi incubada durante 2 horas à temperatura óptima de actividade da(s) enzima(s). 
Se o objectivo da digestão era a análise da presença de insertos clonados nos vectores de expressão, 
digeriu-se 1 µg de DNA plasmídico com 5 a 10 U de cada endonuclease de restrição, na presença do 
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tampão de reacção apropriado, num volume total de reacção de 20 µl. A reacção de digestão foi 
incubada durante 1h à temperatura óptima da actividade da(s) enzima(s).  
Sempre que a concentração salina óptima de actuação das enzimas o permitisse, as digestões múltiplas 
eram feitas em simultâneo, utilizando o mesmo tampão de reacção. Quando não fosse possível fazer 
digestões múltiplas, digeria-se primeiro com uma endonuclease de restrição, o DNA era purificado em 
coluna, e por fim digerido com a segunda enzima de restrição. 
 
8.7.4. Sequenciação de DNA 
 
A integridade de todos os plasmídeos construídos neste estudo foi averiguada por sequenciação do 
respectivo inserto clonado no vector de expressão. Para esse efeito, adicionaram-se 2 µl da mistura 
terminator ready reaction, 2 µl de tampão B, 500 ng do plasmídeo a sequênciar, 5 pmol do 
oligonucleótido sintético apropriado, e perfez-se o volume da reacção para 10 µl com água MilliQ. Esta 
mistura de reacção foi sujeita a uma reacção de amplificação composta por um ciclo inicial de 
desnaturação (1 minuto, 96ºC) e de 25 ciclos repetidos compostos pelos seguintes passos: 
desnaturação (10 segundos, 96ºC); hibridação do oligonucleótido (5 segundos, 50ºC); e extensão das 
cadeias (4 minutos, 60ºC).  
Após o final da reacção de amplificação, o DNA foi precipitado com acetato de sódio e etanol. 
Brevemente, adicionaram-se 2 µl de 3 M NaCH3CO2, 50 µl de etanol a 95% e 10 µl de água MilliQ. A 
reacção foi incubada à temperatura ambiente durante 30 minutos. Seguidamente, a amostra foi 
centrifugada a 14,000 rpm, durante 30 minutos, a 4ºC. O precipitado obtido foi lavado com 250 µl de 
etanol a 70ºC, por centrifugação a 14,000 rpm, durante 15 minutos, seco ao ar e guardado a - 20ºC.  
O DNA a sequenciar foi processado na Unidade de Sequenciação do Instituto Gulbenkian de Ciência, 
Oeiras, Portugal, utilizando um sequenciador automático 377 DNA sequencer (ABI Prism). As 
sequências nucleotídicas foram analisadas utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor e 
comparadas com as sequências depositadas no NCBI (National Center for Biological Information), 
utilizando o programa BLAST.  
 
8.7.5. Isolamento de DNA plasmídico 
 




Para o isolamento de DNA plasmídico a partir de células bacterianas transformadas com o plasmídeo de 
interesse, uma colónia isolada de E. coli foi inoculada e crescida em meio líquido de Luria Bertani (LB) 
(1% triptona, 0,5% extracto de levedura, 1% NaCl) suplementado com o antibiótico apropriado, 
ampicilina ou canamicina, à concentração de 100 µg/ml ou 30 µg/ml, respectivamente. A extracção de 
DNA plasmídico foi efectuada tendo por base o método de lise alcalina (Sambrook et al,1989), 
modificado de acordo com a escala de preparação. 
 
8.7.5.1. Preparação de DNA plasmídico em pequena escala  
 
Para a preparação de DNA plasmídico em pequena escala, inoculou-se uma colónia isolada de células 
E. coli, previamente transformadas com o plasmídeo de interesse, em 3 ml de meio LB suplementado 
com o antibiótico apropriado e incubou-se, durante a noite (12 a 18 horas), a 37ºC, com agitação (220 
rpm). Após a incubação, recuperaram-se as bactérias presentes em 1,5 ml de cultura por centrifugação a 
10,000 x g durante 30 segundos. O sedimento de bactérias foi ressuspendido em 200 µl de tampão de 
ressuspensão (25 mM Tris [pH 8,0], 10 mM EDTA [pH 8,0], 50 mM glucose, 100 µg/ml RNase A). A 
suspensão de bactérias foi lisada pela adição de 200 µl de tampão de lise (200 mM NaOH, 1% SDS), 
misturando-se por inversão, e incubando-se durante 5 minutos à temperatura ambiente. A reacção de 
lise foi terminada pela adição de 200 µl do tampão de neutralização (3 M KCH3CO2 [pH 5,5]), agitando-se 
suavemente por inversão para assegurar que o lisado foi neutralizado de forma homogénea, e 
incubando-se durante 10 minutos em gelo. Em seguida, os lisados foram centrifugados a 10,000 x g, 
durante 10 minutos, à temperatura ambiente, para remover os detritos celulares resultantes da lise e 
neutralização das bactérias. Recuperou-se 500 µl do sobrenadante obtido, tendo o cuidado de não levar 
detritos celulares, e adicionaram-se 350µl de isopropanol para precipitar o DNA. Este foi recuperado por 
centrifugação da mistura a 10,000 x g, durante 10 minutos, à temperatura ambiente. O sobrenadante foi 
descartado e o precipitado de DNA foi lavado com 200 µl de etanol a 70%. Após a lavagem, o 
precipitado foi seco ao ar, ressuspendido em 50 µl de água MilliQ, e conservado a -20ºC.        
Quando o objectivo da preparação de DNA plasmídico era a sua subsequente sequenciação, este foi 
purificado utilizando o kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). 
Neste caso, inoculou-se uma colónia isolada de células E. coli, previamente transformadas com o 
plasmídeo de interesse, em 10 ml de meio LB suplementado com o antibiótico apropriado e incubou-se, 
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durante a noite (12 a 18 horas), a 37ºC com agitação (220 rpm). As bactérias foram sedimentadas por 
centrifugação a 10,000 x g durante 5 minutos, e o DNA foi extraído e purificado de acordo com as 
especificações do fabricante. O procedimento é baseado na lise alcalina das bactérias, adsorção do DNA 
plasmídico a uma membrana de sílica-gel em condições de elevada concentração de sais, e finalmente 
na eluição do DNA plasmídico em condições de baixa concentração salina. O DNA purificado foi eluído 
em 50µl de água MilliQ e conservado a -20ºC. 
 
8.7.5.2. Preparação de DNA plasmídico em média escala 
 
Para a preparação de DNA plasmídico em média escala, inoculou-se uma colónia isolada de células E. 
coli, previamente transformadas com o plasmídeo de interesse, em 100 ml de meio LB suplementado 
com o antibiótico apropriado e incubou-se, durante a noite (12 a 18 horas), a 37ºC com agitação (220 
rpm). As bactérias foram sedimentadas por centrifugação a 6,000 x g, durante 15 minutos, a 4ºC 
(Beckman Coulter Avanti J-25, rotor JA-14). O DNA plasmídico foi extraído por lise alcalina e purificado 
por passagem em coluna de afinidade utilizando o kit comercial QIAGEN Plasmid MidiKit (Qiagen), de 
acordo com as especificações do fabricante. O DNA plasmídico obtido após precipitação foi seco ao ar, 
ressuspendido em 200 µl de água MilliQ, e conservado a -20ºC.   
 
8.7.5.3. Preparação de DNA plasmídico em larga escala 
 
Para a preparação de DNA plasmídico em larga escala, inoculou-se uma colónia isolada de células E. 
coli, previamente transformadas com o plasmídeo de interesse, em 200 ml de meio LB suplementado 
com o antibiótico apropriado e incubou-se, durante a noite (12 a 18 horas), a 37ºC com agitação (220 
rpm). As bactérias foram sedimentadas por centrifugação a 6,000 x g, durante 15 minutos, a 4ºC 
(Beckman Coulter Avanti J-25, rotor JA-14). O DNA plasmídico foi extraído por lise alcalina e purificado 
por passagem em coluna de afinidade utilizando o kit comercial LFU/Plasmid Purification MAXI 2.0 kit 
(JET Star), de acordo com as instruções do fabricante. O DNA plasmídico obtido após precipitação foi 
seco ao ar, ressuspendido em 500 µl de água MilliQ, e conservado a -20ºC.   
 
8.7.6. Determinação da concentração de DNA 
 




A concentração de DNA foi determinada por espectofotometria de raios ultravioletas (UV), utilizando um 
espectofotómetro Nanodrop (ND-1000). A amostra de DNA a quantificar foi diluída de forma apropriada 
em água MilliQ e a sua absorvância foi medida a 260 nm (A260). A concentração de DNA da amostra foi 
determinada segundo a seguinte relação: 1 unidade de A260 ~ 50 µg/ml de DNA. De igual forma, a 
pureza da amostra de DNA é determinada pela comparação da sua absorvância a 260 nm com a 
absorvância a 280 nm.  
 
8.7.7. Reacção em cadeia da polimerase (PCR)  
 
Alguns dos fragmentos de DNA utilizados como insertos nas estratégias de clonagem realizadas ao 
longo deste estudo, foram produzidos por amplificação por PCR. Em cada reacção de PCR utilizaram-se 
1 U de polimerase de DNA Pfu (Promega), 5 µl de tampão de reacção 10 x concentrado, 30 pmol de 
cada um dos oligonucleótidos sintéticos utilizados para a amplificação, 0,2 mM de cada 
desoxiribonucleótido (dNTP) e 25 ng de DNA molde, perfazendo-se com água MilliQ para um volume 
total de reacção de 50 µl. 
A amplificação do DNA foi efectuada num termociclador MyCycler thermal cycler (Bio-Rad), utilizando as 
seguintes condições: 1 ciclo inicial de desnaturação (2 minuto, 95ºC); 25 ciclos de amplificação repetidos 
compostos pelos seguintes passos: desnaturação (30 segundos, 95ºC), hibridação dos oligonucleótidos 
(30 segundos, ~55-60ºC, dependendo da temperatura óptima de hibridação do par de oligonucleótidos 
utilizado em cada reacção), e extensão (2 minutos, 72ºC); e finalmente, após estes 25 ciclos, um ciclo 
final de extensão (10 minutos, 72ºC). Para confirmar a correcta amplificação do DNA, e que a dimensão 
do produto de PCR obtido era a esperada, alíquotas de 5 µl dos produtos de PCR foram analisadas por 
electroforese em gel de agarose, tal como descrito na secção 8.7.1. 
 
8.7.8. Procedimentos de clonagem 
 
8.7.8.1. Preparação de plasmídeos 
 
Os plasmídeos de expressão utilizados neste estudo foram construídos através da clonagem dos 
insertos de interesse no DNA plasmídico apropriado, previamente digerido com as endonucleases de 
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restrição adequadas. A digestão do DNA plasmídico com as endonucleases de restrição gerou 
extremidades coesivas compatíveis com as extremidades dos insertos, permitindo assim a sua ligação. 
Regra geral, digeriram-se 5 µg de DNA plasmídico com 10 U da(s) enzima(s) de restrição apropriada(s), 
durante 2 horas, à temperatura óptima de actividade da(s) enzima(s). Após a reacção enzimática, 
descrita em pormenor na secção 8.7.3., o plasmídeo foi separado por migração electroforética em gel de 
agarose, e o DNA plasmídico linearizado foi extraído e purificado do gel, conforme descrito nas secções 
8.7.1. e 8.7.2. deste capítulo. 
 
8.7.8.2. Desfosforilação do DNA 
 
Sempre que o plasmídeo foi digerido com uma só enzima de restrição, ou com duas enzimas diferentes 
mas que originaram extremidades compatíveis, o vector foi desfosforilado para evitar a sua religação. 
Desta forma, antes da ligação do inserto de interesse, o DNA plasmídico foi incubado com fosfatase 
alcalina de camarão (SAP, do inglês shrimp alkaline phosphatase, Roche Diagnostics) de acordo com as 
especificações do fabricante, durante 30 minutos, a 37ºC. A reacção foi efectuada em tampão de 
defosforilação SAP, perfazendo o volume para 50 µl com água MilliQ estéril. Para terminar a reacção, a 
enzima SAP foi inactivada por incubação da mistura de reacção durante 15 minutos, a 65ºC.  
 
8.7.8.3. Preparação de insertos 
 
Os insertos para clonagem nos vectores de expressão foram produzidos de duas maneiras diferentes: 
amplificação do fragmento de DNA de interesse por PCR; ou por digestão de um outro plasmídeo com 
enzimas de restrição, e subclonagem do inserto gerado no plasmídeo de interesse. Os insertos 
amplificados por PCR foram gerados de acordo com o protocolo descrito na secção 8.7.7., purificados 
por electroforese em gel de agarose e extraídos do gel conforme descrito nas secções 8.7.1. e 8.7.2., 
respectivamente. Em seguida, os insertos purificados foram digeridos com as enzimas de restrição 
apropriadas (secção 8.7.3.) de forma a gerar as extremidades compatíveis com a sua ligação ao vector 
de expressão adequado. Os sais e as proteínas presentes na reacção de digestão foram removidos por 
cromatografia de afinidade utilizando o kit comercial QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen), e o DNA 
foi eluído em 30 µl de água MilliQ estéril.  




Quando o inserto de interesse estava clonado noutro plasmídeo que não o pretendido, procedeu-se 
primeiro à sua remoção com as endonucleases adequadas (secção 8.7.3.). Após a digestão, as 
moléculas de DNA foram separadas por electroforese em gel de agarose, e o fragmento correspondente 
ao inserto foi extraído do gel e purificado, tal como descrito nas secções 8.7.1. e 8.7.2. deste capítulo.      
 
8.7.8.4. Ligação de DNA 
 
A ligação entre o DNA plasmídico e o inserto de interesse, previamente digeridos com as endonucleases 
apropriadas e com extremidades compatíveis, foi efectuada utilizando a ligase de DNA do bacteriófago 
T4 (Roche). Para avaliar a concentração relativa dos respectivos DNAs, alíquotas de 2 µl do vector e do 
inserto foram separadas por electroforese em gel de agarose (secção 8.7.1.). Para a preparação da 
reacção de ligação, incubaram-se cerca de 100 ng de plasmídeo linearizado com cerca de 300 ng de 
inserto, num volume final de 20 µl, na presença de 1 U de ligase de DNA e de tampão de ligação 1 x 
concentrado. As ligações decorreram durante 2 horas, à temperatura ambiente, ou em alternativa, 
durante a noite (12 a 18 horas) a 14ºC  
 
8.8. Métodos de Bactérias 
 
8.8.1. Preparação de células competentes  
 
8.8.1.1. Método do Cloreto de Cálcio (CaCl2) 
 
As células bacterianas de E. coli da estirpe BL21 D3 foram tornadas competentes pelo método do cloreto 
de cálcio. Para o efeito, uma colónia isolada de E. coli BL21 D3 foi inoculada em 5ml de meio LB líquido, 
e incubada durante a noite (12 a 18 horas), com agitação forte, a 37ºC. No dia seguinte, 1 ml da cultura 
incubada durante a noite foi diluída 100 x em meio LB líquido, e a nova cultura foi incubada a 37ºC, com 
agitação forte, até que a sua densidade óptica (D.O.) a 600 nm atingisse um valor entre 0,4 e 0,6. Nesse 
momento, a cultura foi incubada durante 10 minutos a 4ºC e sem agitação. Em seguida, a cultura foi 
centrifugada a 4000 x g durante 10 minutos, a 4ºC (Beckman Coulter Avanti J-25, rotor JA-14), e o 
sedimento de células bacterianas foi ressuspendido gentilmente em 50 ml de uma solução a 100 mM de 
CaCl2 estéril, previamente arrefecida. A suspensão celular foi incubada em gelo durante 30 minutos, e 
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novamente centrifugada a 4000 x g durante 10 minutos, a 4ºC. O sedimento foi ressuspendido em 10 ml 
da solução a 100 mM de CaCl2 com 10% de glicerol, previamente arrefecida, aliquotado em volumes de 
100 µl, e guardado a -80ºC até à sua utilização.    
 
8.8.1.2. Indução de competência por TSS 
 
As células bacterianas de E. coli da estirpe XL1 Blue foram tornadas competentes pelo método descrito 
por C. T. Chung (Chung et al., 1989). Para tal, uma colónia isolada de E. coli XL1 Blue foi inoculada em 5 
ml de meio LB líquido, e incubada durante a noite (12 a 18 horas), com agitação forte, a 37ºC. No dia 
seguinte, 1 ml da cultura crescida durante a noite foi diluída 100 x em meio LB líquido, e a nova cultura 
foi incubada a 37ºC, com agitação forte, até que a sua densidade óptica (D.O.) a 600 nm atingisse um 
valor entre 0,3 e 0,4. Nesse momento, as células bacterianas foram recuperadas por centrifugação a 
4000 x g (Beckman Coulter Avanti J-25, rotor JA-14), durante 10 minutos, a 4ºC. O sedimento foi 
ressuspendido gentilmente em 5 ml de meio LB líquido 2 x concentrado aos quais se adicionaram 5 ml 
de TSS 2 x concentrado (20% polietileno glicol, 10% dimetilsulfóxido, 50 mM MgCl2), ambas as soluções 
previamente arrefecidas a 4ºC e estéreis. A suspensão celular foi aliquotada em volumes de 100 µl, e 
imediatamente congelada por imersão em banho de gelo seco e etanol. As aliquotas foram guardadas a 
-80ºC até à sua utilização. 
 
8.8.1.3. Indução de competência por método químico 
 
As células bacterianas de E. coli da estirpe DH5α foram tornadas competentes pelo método modificado 
de H. Inoue (Inoue et al., 1990). Para tal, uma colónia isolada de E. coli DH5α foi inoculada em 10 ml de 
meio LB líquido, e incubada durante a noite (12 a 18 horas), com agitação forte, a 37ºC. No dia seguinte, 
a cultura crescida durante a noite foi diluída em 400 ml de meio LB líquido, e a nova cultura foi incubada 
a 37ºC, com agitação, até que a sua densidade óptica (D.O.) a 600 nm atingisse o valor 0,6. Nesse 
momento, as células bacterianas foram arrefecidas em gelo e recuperadas por centrifugação a 4000 rpm 
(Beckman Coulter Avanti J-25, rotor JA-14), durante 15 minutos, a 4ºC. O sedimento foi ressuspendido 
gentilmente em 100 ml de uma solução A estéril (3 ml de KCH3COO 1 M, 5 ml de MnCl2 1 M, 1 ml de 
CaCl2 1 M, 10 ml de KCl 1 M, 15 ml de glicerol, em água MilliQ estéril), previamente arrefecida a 4ºC. A 




suspensão celular foi novamente centrifugada a 4000 rpm, durante 8 minutos, a 4ºC. O sedimento 
celular foi ressuspendido gentilmente em 20 ml de uma solução B (200 µl de NaMOPS 1 M [pH 7,0], 1,5 
ml de CaCl2 1 M, 200 µl de KCl 1 M, 3 ml de glicerol, em água MilliQ estéril) estéril e arrefecida a 4ºC. 
Finalmente, a suspensão celular foi aliquotada em volumes de 100 µl, e imediatamente congelada por 
imersão em banho de gelo seco e etanol. As aliquotas foram guardadas a -80ºC até à sua utilização. 
 
8.8.2. Transformação de bactérias competentes 
 
Células de E. coli competentes foram transformadas pelo método do choque térmico. Brevemente, 
adicionaram-se 100 ng de DNA plasmídico circular, ou 1 a 10 µl de mistura de ligação, a 100 µl de 
células bacterianas competentes previamente descongeladas em gelo. A mistura foi incubada em gelo 
durante 30 minutos seguida de um choque térmico efectuado por imersão da mistura em banho de água 
a 42ºC, durante 45 segundos, imediatamente seguido de nova incubação em gelo durante 2 minutos. 
Adicionaram-se 250 a 750 µl de meio SOC (2% triptona, 0,5% extracto de levedura, 10 mM NaCl, 2,5 
mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucose) a cada transformação, e incubou-se durante 1 hora, a 37ºC, 
com agitação forte. As bactérias foram plaqueadas em meio LB sólido (1% Bacto Agar em LB), 
suplementado com os antibióticos apropriados – 100 µg/ml de ampicilina ou 30 µg/ml de canamicina, 
para a selecção de transformantes. As placas foram incubadas durante a noite (12 a 18 horas), a 37ºC. 
Nas células de E. coli tornadas competentes pelo método do cloreto de cálcio, adicionaram-se 2 µl de 1,4 
M β-mercaptoetanol às bactérias competentes, antes da adição do DNA a transformar. 
 
8.9. Cultura de Células e Transfecções 
 
8.9.1. Cultura de células 
 
As células das linhas celulares COS1, 293T e SYF foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco`s 
Modified Eagle`s Medium, GIBCO® BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de 
glutamina e 100 U/ml de penicilina e estreptomicina (referido como meio completo). As células das linhas 
celulares Raji, Jurkat, A20 e suas derivadas foram cultivadas em meio RPMI (GIBCO® BRL), 
suplementado como anteriormente. As células T CD4+ DO11.10 foram cultivadas em meio RPMI 
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(GIBCO® BRL), suplementado com 10% de soro fetal, 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina e 
estreptomicina, 50 µM 2-mercaptoetanol, 1 mM de piruvato de sódio e 100 U/ml de rhIL-2 ou 60U/ml de 
rmIL-2. 
Todas as linhas celulares foram mantidas em incubadoras a 37ºC, numa atmosfera humidificada com 5% 
de CO2. 
Para a passagem das culturas de células aderentes, o meio foi removido e a monocamada confluente de 
células foi lavada uma vez com PBS. Em seguida, o PBS foi removido e as células incubadas com 0,1% 
tripsina-EDTA em PBS, durante 3 a 5 minutos, a 37ºC. Após a incubação, adicionou-se meio completo 
para inactivar a tripsina. As células foram centrifugadas a 1500 rpm, durante 5 minutos, e o sedimento 
celular foi ressuspendido em meio de cultura novo suplementado. Sempre que necessário a suspensão 
celular foi contada num hemacitómetro e plaqueada à densidade apropriada ou, regra geral, à densidade 
de 1:10 da densidade celular inicial. Para a passagem das culturas de células em suspensão, a cultura 
celular foi ressuspendida, contada quando necessário, e plaqueada à densidade desejada em meio de 
cultura novo suplementado.  
 
8.9.2. Tranfecção com DEAE-dextran  
 
Para a realização de ensaios bioquímicos na linha COS1, as células foram transientemente 
transfectadas pelo método do DEAE-dextran. No dia anterior à transfecção, as células COS1 foram 
plaqueadas à densidade de 2x106 células por placa de Petri de cultura celular de 10 cm. Após 24 horas 
em cultura, o meio celular foi removido e a monocamada de células foi lavada com meio DMEM não 
suplementado. Por cada transfecção, adicionaram-se a 4 ml de meio DMEM não suplementado, 160 µl 
de uma solução de DEAE-dextran com cloroquina (10 mg/ml DEAE-dextran, 2,5 mM cloroquina). O DNA 
a transfectar (máximo 8 µg de DNA) foi adicionado à solução anterior, e a mistura de transfecção foi 
suavemente pipetada gota a gota sobre a monocamada de células. As células foram incubadas na 
mistura de transfecção durante 3 a 4 horas, numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2. Após a incubação 
o meio foi removido, e a monocamada foi incubada com 10% DMSO em PBS durante 2 minutos à 
temperatura ambiente. Seguidamente, a solução de 10% DMSO em PBS foi removida e adicionaram-se 
às células 10 ml de meio DMEM suplementado. As células foram cultivadas durante 48 horas, numa 
incubadora a 37ºC, numa atmosfera humidificada com 5% de CO2. 




Regra geral, foram transfectados 4 µg de DNA dos plasmídeos de expressão de M2, M2Y, M2Y120F, 
M2Y129F e M2P2 e 2 µg de DNA dos restantes plasmídeos indicados em cada transfecção. Em cada 
transfecção, e sempre que se justificasse, a quantidade de DNA plasmídico a transfectar foi completada 
para 8 µg de quantidade de DNA total, com plasmídeos vazios apropriados. 
 
8.9.3. Tranfecção com FuGENE  
 
As células SYF, utilizadas em ensaios de imunofluorescência, foram transfectadas utilizando o reagente 
comercial de transfecção FuGENE (Roche Diagnostics). No dia anterior à transfecção, adicionou-se a 
cada poço de uma placa de cultura celular de 6 poços, onde já tinham sido colocadas previamente 4 
lamelas, 1x104 células em meio DMEM suplementado. Deixaram-se as células aderir às lamelas e após 
24 horas em cultura, o meio foi removido e substituído por meio DMEM suplementado novo. Por cada 
transfecção, adicionou-se a 100 µl de meio DMEM não suplementado, 3 vezes o volume de FuGENE em 
µl em relação à quantidade de DNA em µg. Esta mistura de transfecção foi incubada durante 30 minutos, 
à temperatura ambiente, e depois adicionada às células gota a gota. As células foram cultivadas durante 
48 horas numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2, antes de serem utilizadas para imunofluorescência. 
 
8.9.4. Electroporação de células B A20 e Raji  
 
Para a realização de ensaios bioquímicos e de imunofluorescência nas linhas celulares A20 e Raji, as 
células foram transientemente transfectadas por electroporação. Este método físico de transfecção é 
utilizado frequentemente em linhas celulares difíceis de transfectar por outros métodos. Baseia-se na 
utilização de um pulso eléctrico para perturbar a membrana celular, originando dessa forma poros 
transientes que permitem a passagem do ácido nucleico para o interior da célula. Esta técnica requer 
uma optimização da duração e intensidade do pulso eléctrico para cada linha celular que se pretenda 
transfectar. Uma desvantagem deste método é a necessidade de utilização de um número de células 
muito superior, relativamente aos métodos químicos de transfecção, uma vez que causa uma substancial 
morte celular. Assim, é também necessário optimizar o número de células a utilizar, que haja um 
equilíbrio entre a viabilidade celular e a eficiência de transfecção da técnica. 
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No dia anterior à electroporação, as células foram passadas 1:3, de forma a estarem em fase de 
crescimento exponencial aquando da sua electroporação. No dia seguinte, 20x106 células, por 
electroporação, foram lavadas por centrifugação a 1500 rpm, durante 5 minutos, com meio RMPI não 
suplementado. Após a lavagem, o meio foi removido e as células foram ressuspendidas novamente em 
meio RPMI não suplementado à concentração de 20x106 células por 200 µl de meio. Seguidamente, a 
cada cuvete de electroporação (MicroPulser Cuvettes 0,4 cm gap, Bio-Rad), adicionaram-se 200 µl de 
células e um total de 15 µg do DNA a electroporar, ressuspendendo gentilmente. A electroporação foi 
realizada num electroporador Gene Pulser II (Bio-Rad), a 270 mV e 500 µF. Após a electroporação, as 
células foram transferidas para um frasco de cultura celular de 25 cm2 com 10 ml de meio RPMI 
completo, e cultivadas durante 24 horas numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2, antes de serem 
utilizadas. 
 
8.9.5. Purificação de células transfectadas por citometria de fluxo  
 
Subpopulações de células B A20, transfectadas com plasmídeos que codificam proteínas em fusão com 
proteínas fluorescentes, foram isolados e purificadas por citometria de fluxo a partir de suspensões totais 
de células electroporadas, utilizando um citómetro FACSAria. As subpopulações mencionadas foram 
obtidas com base na fluorescência emitida pela proteína fluorescente quando excitada a um determinado 
comprimento de onda. As células foram recolhidas numa solução de 50% de soro fetal em PBS, 
suplementado com 50µg/ml de gentamicina, e mantidas em gelo até posterior análise, ou lavadas e 
cultivadas em meio RPMI completo igualmente suplementado com gentamicina, até serem utilizadas.    
 
8.9.6. Estimulação de células B A20  
 
Sempre que necessário, as células A20 foram estimuladas através do receptor das células B (BCR, do 
inglês B cell receptor), pela adição da porção F(ab`)2/F(ab) de um anticorpo contra as IgGs de ratinho 
(Jackson ImmunoResearch Laboratories). Os fragmentos F(ab`)2 são produzidos através da digestão 
com pepsina das imunoglobulinas G, removendo a maior parte da porção Fc e deixando intacta alguma 
da região da dobradiça, sendo pois constituídos por duas porções Fab de ligação ao antigénio ligadas 
entre si por pontes dissulfito. A estimulação do BCR acontece quando os fragmentos F(ab`)2 se ligam à 




região Fc de BCRs diferentes, em simultâneo, promovendo a sua aglomeração e dando inicio à cascata 
de sinalização intracelular. Para a estimulação, as células foram recolhidas e lavadas com meio RMPI 
não suplementado, por centrifugação a 1500 rpm, durante 5 minutos, à temperatura ambiente. O 
sedimento celular foi ressuspendido em meio RPMI não suplementado à concentração de 2x107 células 
por ml. Seguidamente, adicionaram-se 10 µg de anticorpo por ml de células, e incubou-se a 37ºC, 
durante 2 ou 5 minutos, consoante o objectivo. Após a estimulação, as células foram lavadas uma vez 
com PBS frio, por centrifugação a 4ºC, e em seguida lisadas pela incubação em tampão de lise contendo 
10 mM Tris-HCl [pH 7,4], 100 mM NaCl, 0,5% Nonidet P-40 (Sigma), 1 mM NaVO4 (Sigma), 1 mM NaF 
(Sigma) e um cocktail de inibidores de proteases (CompleteTM EDTA-Free, Roche Molecular 
Biochemicals), durante 10 minutos em gelo. Finalmente, prosseguiu-se com os lisados para 
imunoprecipitação e/ou separação electroforética das proteínas seguida de análise por Western-blot, tal 
como descrito nas secções 8.10.5., 8.10.1. e 8.10.2., respectivamente.  
 
8.9.7. Transdução de células B A20 
 
Para a expressão ectópica de proteínas virais na linha celular de linfócitos B A20, estas células foram 
infectadas com partículas virais transdutoras derivadas do murine stem cell virus. 
 
8.9.7.1. Produção de partículas virais transdutoras 
 
As partículas virais transdutoras foram produzidas por transfecção transiente de células 293T pelo 
método do Fosfato de Cálcio. No dia anterior à transfecção, as células 293T foram plaqueadas à 
densidade de 2x106 células por placa de Petri de cultura celular de 10 cm. No dia seguinte, 3 a 4 horas 
antes da transfecção, o meio de crescimento celular foi removido e substituído por meio novo. Num tubo, 
adicionaram-se 72 µl de uma solução 2 M CaCl2, e 40 µg do DNA a transfectar (20 µg do vector pMSCV-
IRES-Zeo com o gene viral K3, M2 ou respectivos mutantes clonado, e 20 µg do vector de 
empacotamento pEQPAM3), perfazendo o volume final para 600 µl com água MilliQ estéril. Num outro 
tubo, adicionaram-se 600 µl de uma solução 2 x HBS (do inglês Hepes Buffered Saline). Com uma 
pipeta, a solução contendo o DNA foi adicionada gota a gota à solução de HBS, e a mistura foi incubada 
durante 30 minutos à temperatura ambiente. Durante este tempo de incubação, formou-se um 
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precipitado de fosfato de cálcio (Ca2PO4) com o DNA que permite a ligação do DNA à superfície da 
células, facilitando a sua entrada por endocitose. Após a incubação, o precipitado Ca2PO4-DNA foi 
adicionado às células gota a gota e estas foram cultivadas durante 6 horas, numa incubadora a 37ºC 
com 5% de CO2. Seguidamente, o meio com a mistura de transfecção foi removido, e a monocamada foi 
incubada com 10% DMSO em PBS durante 2,5 minutos à temperatura ambiente. A solução de 10% 
DMSO em PBS foi substituída por 10 ml de meio DMEM suplementado, e as células foram mantidas 
numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2.  
Os sobrenadantes virais foram recolhidos 48 e 72 horas após a transfecção, aliquotados, e congelados a 
-80ºC até serem utilizados. 
 
8.9.7.2. Transdução       
 
Para a transdução de células A20, estas foram infectadas com as partículas virais transdutoras, 
produzidas conforme descrito na secção anterior. Dessa forma, 2x106 células A20, em fase de 
crescimento exponencial, por transdução, foram lavadas e ressuspendidas em 1 ml de meio RPMI novo 
suplementado com 8 µg/ml de polibreno, para auxiliar a adesão das partículas virais à superfície celular. 
As células foram colocadas num poço de uma placa de cultura celular de 6 poços, adicionando-se em 
seguida 1 ml do sobrenadante viral apropriado. Seguidamente, as células foram centrifugadas a 700 g, 
durante 1 hora, a 37ºC, para aumentar a eficiência de infecção. No dia seguinte à infecção, adicionou-se 
às células 1 ml de meio RPMI completo. Após 48 horas da transdução, substituiu-se o meio de cultura 
celular por meio RPMI novo suplementado com 400 µg/ml de zeocina (Invitrogen). As células foram 
amplificadas por cultura em meio RPMI completo suplementado com zeocina, até que as células 
presentes no controlo negativo estivessem todas mortas.  
Quando necessário, as células vivas transduzidas foram purificadas dos detritos celulares por 
centrifugação em gradiente de ficol. Brevemente, centrifugaram-se as células com uma solução de ficol à 
proporção de 2:1, a 2100 rpm, durante 20 minutos, à temperatura ambiente. Finda a centrifugação, 
recuperou-se com uma pipeta o anel formado entre as duas fases constituído pelas células vivas. Estas 
foram cultivadas e amplificadas em meio RPMI completo suplementado com zeocina com acima 
descrito.  




A expressão ectópica das proteínas virais na linha celular de linfócitos B A20 foi confirmada por Western-
blot (descrito na secção 8.10.2.).       
 
8.10. Métodos de Proteínas 
 
8.10.1. SDS-PAGE: Separação electroforética de proteínas em gel de poliacrilamida contendo SDS 
 
As amostras de proteínas foram separadas por migração electroforética vertical em gel de poliacrilamida 
a 10% ou em alternativa em gel de gradiente entre 6 a 12%, consoante o peso molecular das proteínas a 
analisar. Os géis foram preparados em condições redutoras, segundo o método descrito por U. K. 
Laemmli (Laemmli, 1970).  
Para a preparação do gel de resolução com a percentagem apropriada de acrilamida, misturaram-se as 
quantidades indicadas de uma solução de Acrilamida:Bisacrilamida (37,5:1; Bio-Rad), em tampão 375 
mM Tris-HCl [pH 8,8] contendo 0,1% SDS, 0,1% persulfato de amónio (APS), e 0,08% TEMED 
(N,N,N`,N`-tetramethylethylenediamine). A mistura foi aplicada no sistema de corrida, coberta por água 
MilliQ estéril, e deixada a polimerizar à temperatura ambiente. Entretanto, o gel de concentração foi 
preparado com 4% de Acrilamida:Bisacrilamida (37,5:1; Bio-Rad), em tampão 125 mM Tris-HCl [pH 6,8] 
contendo 0,1% SDS, 0,1% APS e 0,1% TEMED. Após a polimerização do gel de resolução, água que o 
cobria foi removida, e o gel de concentração foi adicionado em cima, juntamente com um pente com o 
número de pistas necessárias. As amostras proteicas a separar foram reduzidas e desnaturadas pela 
adição de tampão de aplicação para SDS-PAGE (Laemmil`s Buffer, 50 mM Tris-HCl [pH 6,8], 10% 
glicerol, 2% SDS, 5% β-mercaptoetanol, 0.1% azul de bromofenol), fervidas a 100ºC, durante 5 minutos, 
e aplicadas no gel. O gel foi sujeito a migração electroforética em tampão de corrida (25 mM Tris-base, 
192 mM glicina, 0,1% SDS), a uma voltagem constante de 150 V, até que o marcador azul de 
bromofenol chegasse ao fim do gel. 
 
8.10.2. Análise de proteínas por Western-Blot 
 
Após a separação electroforética das proteínas por SDS-PAGE, estas foram transferidas do gel onde 
estavam imobilizadas, para uma membrana de nitrocelulose (Protran, Schleicher & Schuell BioScience), 
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por electrotransferência. O gel foi cautelosamente removido dos vidros onde decorreu a separação 
electroforética e equilibrado por imersão em tampão de transferência (25 mM Tris-base, 200 mM glicina, 
10% metanol) durante 15 a 20 minutos, com ligeira agitação. O mesmo tampão foi utilizado para 
embeber a membrana de nitrocelulose e as folhas de papel 3MM (Whatman). A sanduíche de 
transferência foi entretanto montada colocando dentro da cassete de transferência, entre duas esponjas, 
várias folhas de papel 3MM, seguidas do gel, da membrana, e novamente de folhas de papel 3MM. A 
transferência decorreu em tanque (Bio-Rad), em tampão de transferência, de acordo com as indicações 
do fabricante. Regra geral, os géis pequenos foram transferidos a uma intensidade constante de 250 mA, 
durante 90 minutos, ou alternativamente a 100 mA, durante a noite (12 a 18 horas), enquanto os géis 
grandes foram transferidos a 400 mA, durante 2 horas, ou a 200 mA, durante a noite (12 a 18 horas), 
sempre a 4ºC.  
Finda a transferência, a membrana for imersa em Ponceau S (Sigma), durante 2 minutos, de forma a 
corar as proteínas que foram transferidas. O corante foi removido por lavagem da membrana em tampão 
TBS-T (20 mM Tris [pH 7,5], 120 mM NaCl, 0,05% Tween 20), durante 10 minutos, com agitação.  
As proteínas presentes na membrana foram analisadas por incubação da membrana com anticorpos 
específicos. Antes da incubação com o anticorpo primário, a membrana foi bloqueada por imersão em 
tampão de bloqueio (5% leito em pó magro em TBS-T) durante 1 hora, à temperatura ambiente, ou em 
alternativa, durante a noite, a 4ºC, sempre com agitação. A incubação da membrana com o anticorpo 
primário decorreu em solução de bloqueio, durante 1 hora, à temperatura ambiente, ou alternativamente, 
durante a noite, a 4ºC. A diluição a que os anticorpos primários foram utilizados teve de ser optimizada 
para cada anticorpo, sendo geralmente, entre 1/500 e 1/10,000.  
Após a incubação com o anticorpo primário, as membranas foram lavadas 3 vezes, em tampão de 
lavagem TBS-T, durante 5 minutos cada, para remover o excesso de anticorpo não ligado. 
Seguidamente, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundário, conjugado com HRP, 
produzido contra a espécie onde foi produzido o anticorpo primário. A membrana foi incubada com o 
anticorpo secundário, diluído 1/5,000 em tampão de bloqueio, durante 45 minutos, à temperatura 
ambiente. O excesso de anticorpo secundário foi removido por lavagem da membrana 3 vezes, em 
tampão de lavagem TBS-T, durante 10 minutos cada. 
Os complexos proteína/anticorpo primário/anticorpo secundário-HRP foram detectados por 
quimioluminescência, utilizando o sistema Supersignal West Pico Chemiluminescent substrate (Pierce), 




de acordo com as instruções do fabricante. Finalmente, o excesso de reagente de detecção foi removido, 
a membrana foi exposta, por tempo variável, sobre uma película de filme autorradiográfico (Fujifilm), que 
foi em seguida revelado utilizando o sistema de revelação Curix 60 (Agfa). 
 
8.10.3. Produção e purificação de proteínas em fusão com GST (Gluthatione S-transferase) 
 
8.10.3.1. Produção e purificação dos domínios SH2 (Src Homology 2) de diferentes proteínas, em 
fusão com GST 
 
Os domínios SH2 de diferentes proteínas, em fusão com GST, foram produzidos em células de E. coli da 
estirpe BL21 D3. Para o efeito, células competentes de E. coli BL21 D3 foram transformadas, conforme 
descrito na secção 8.8.2., com o respectivo vector de expressão pGEX, onde tinha sido previamente 
clonado o domínio SH2 de interesse (descritos na secção 8.6.2.). Os plasmídeos pGEX (GE Healthcare) 
são amplamente utilizados para a produção de proteínas, uma vez que possibilitam a expressão de 
proteínas recombinantes em fusão com GST, após a indução com isopropil-β-D-tiogalactopiranosido 
(IPTG). Uma colónia isolada transformada com o vector pGEX-domínio SH2, foi inoculada em 5 ml de 
meio LB líquido com 100 µg/ml de ampicilina. A cultura foi incubada durante a noite (12 a 18 horas), a 
30ºC e com forte agitação. No dia seguinte, a cultura incubada durante a noite foi diluída 100 x em 500 
ml de meio LB líquido suplementado como anteriormente, e novamente incubada a 30ºC, com agitação, 
até que a sua D.O. a 600 nm atingisse o valor entre 0,6 e 0,7. Nesse momento, adicionaram-se 300 mM 
de IPTG à cultura para induzir a expressão da proteína recombinante GST-domínio SH2, e incubou-se 
durante 2 hora, a 30ºC, com agitação forte. Seguidamente, a cultura foi centrifugada a 6000 x g durante 
15 minutos, a 4ºC (Beckman Coulter Avanti J-25, rotor JA-14), e o sedimento de células bacterianas foi 
ressuspendido em 10 ml de tampão NETN (20 mM Tris [pH 8,0], 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% 
Nonidet P-40, 1 mM ditiotreitol (DTT), 1% Triton X-100), previamente arrefecido. A partir deste momento, 
todos os procedimentos de centrifugação e incubação foram realizados a 4ºC com soluções previamente 
arrefecidas a esta temperatura. As células bacterianas foram lisadas por sonicação (Soniprep 150, 
Sanyo), com 5 pulsos de 15 segundos cada, e o lisado bacteriano foi de novo centrifugado a 14,000 x g, 
durante 30 minutos, recuperando-se o sobrenadante. Para capturar a proteína recombinante GST-
domínio SH2, adicionaram-se 500 µl de esferas de sefarose covalentemente ligadas a glutationa (GE 
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Healthcare). As esferas foram pré-lavadas por três vezes com 1 ml de tampão de lavagem (0,5% leite 
magro em pós em tampão NETN), antes de adicionadas ao sobrenadante. Incubou-se durante 1 hora, 
com rotação, e recuperou-se a proteína recombinante, adsorvida às esferas, por centrifugação a 2000 x 
g, durante 2 minutos. As esferas foram lavadas 5 vezes com 2 ml de tampão NETN, por centrifugação a 
2000 x g, durante 2 minutos. Finalmente, a proteína de fusão GST-domínio SH2 foi eluída das esferas de 
glutationa por adição de 1 ml de tampão de eluição (50 mM Tris-HCl [pH 8,0], 10 mM de glutationa 
reduzida) e incubação com rotação durante 15 minutos. As esferas foram precipitadas por centrifugação 
a 2000 x g, durante 2 minutos, e o sobrenadante foi recuperado (1ª eluição). O passo da eluição foi 
repetido 3 vezes, e as duas primeiras eluições da proteína GST-domínio SH2 foram aliquotadas e 
guardadas a -80ºC.  
A concentração da proteína recombinante produzida foi estimada por comparação com amostras de 
albumina de soro bovino (BSA, do inglês Bovine serum albumin), com diferentes concentrações 
conhecidas. Assim, uma alíquota de 5 µl da proteína de fusão foi sujeita a migração electroforética em 
gel de poliacrilamida a 10%, conforme descrito na secção 8.10.1. Em paralelo, no mesmo geral, 
aplicaram-se amostras de BSA com diferentes concentrações conhecidas. Após a electroforese, o gel foi 
corado com uma solução de Coomassie, e a concentração da proteína de fusão foi deduzida 
comparando a intensidade da sua banda marcada no gel com a intensidade das bandas 
correspondentes às diferentes concentrações de BSA.               
 
8.10.3.2. Coloração de Azul de Coomassie   
 
Para a visualização imediata das proteínas resolvidas no gel de poliacrilamida, o gel foi fixado com uma 
solução de fixação (45% metanol, 10% ácido acético) durante 15 minutos, à temperatura ambiente, com 
agitação. Seguidamente, o gel foi passado por água para remover o excesso de fixador, e corado com 
uma solução de Coomassie Blue (0,1% Coomassie brilliant blue R-250, 40% metanol e 10% ácido 
acético) durante 1 hora, à temperatura ambiente, com agitação. O excesso de corante foi removido por 
diversas lavagens do gel com uma solução de descoloração (30% metanol, 10% ácido acético), até o 
aparecimento nítido das bandas de proteínas. Por fim, o gel foi seco em vácuo num secador de géis 
(Speed GelTM SG210D, Savant), durante 2 horas, a 80ºC. 
 




8.10.4. Ensaios de Interacção Directa  
 
A ligação entre os domínios SH2 de diferentes proteínas celulares e os péptidos fosforilados da proteína 
viral M2 foi investigada através de ensaios de interacção directa. Igual quantidade (cerca de 2 µg) de 
cada domínio SH2 produzido em fusão com GST, ou somente GST, foi incubada, em 300 µl de tampão 
de lise (10 mM Tris-HCl [pH 7,4], 150 mM NaCl, 1% Triton X-100 (Sigma), 1 mM NaVO4 (Sigma), 1 mM 
NaF (Sigma) e um cocktail de inibidores de proteases (CompleteTM EDTA-Free, Roche Molecular 
Biochemicals), com 1 µg de cada um dos péptidos fosforilados de M2 (pY120 ou pY129), descritos na 
secção 8.3.1. A incubação decorreu durante a noite (12 a 18 horas), a 4ºC, com rotação. No dia 
seguinte, adicionaram-se às proteínas, 700 µl de tampão de lise e 20 µl de esferas de estreptavidina (GE 
Healthcare), previamente lavadas por duas vezes em 1 ml de tampão de lise, e incubou-se novamente 
durante 1 hora, a 4ºC, com rotação. Finda a incubação, as esferas foram precipitadas por centrifugação 
e lavadas 3 vezes em 1ml tampão de lise. As proteínas foram desnaturadas e eluídas das esferas pela 
adição de tampão de aplicação para SDS-PAGE (Laemmil`s Buffer, 50 mM Tris-HCl [pH 6,8], 10% 
glicerol, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol reduzido com 10 x DTT), seguida de fervura a 100ºC, 
durante 10 minutos. Por fim, as proteínas foram separadas electroforeticamente num gel de 
poliacrilamida a 12% e analisadas por Western-blot com um anticorpo anti-GST, tal como descrito nas 




A interacção bioquímica entre diferentes proteínas foi investigada através de ensaios de 
imunoprecipitação. Estes foram realizados em dois tipos celulares diferentes: células COS1 ou células B 
A20. Nos casos em que as imunoprecipitações foram realizadas em células COS1, utilizou-se uma placa 
de 10 cm de células COS1 transfectadas, por condição, e o ensaio foi efectuado 48 horas após a 
transfecção. Quando as imunoprecipitações foram realizadas em células B, utilizaram-se 2x107 células 
A20 electroporadas, por condição, e o ensaio foi efectuado 24 horas após a electroporação das células. 
Para a imunoprecitação, as células foram lisadas pela incubação em tampão de lise, contendo 10 mM 
Tris-HCl [pH 7,4], 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM NaVO4, 1 mM NaF e um cocktail de inibidores 
de proteases (CompleteTM EDTA-Free), durante 10 minutos em gelo. Após a incubação, os lisados 
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celulares foram centrifugados a 14,000 rpm, durante 10 minutos, a 4ºC, para a remoção do material 
celular não solúvel. O sobrenadante foi recuperado e incubado com esferas de sefarose covalentemente 
ligadas a proteína-G ou proteína-A (GE Healthcare), durante 1 hora, a 4ºC, com rotação. Esta incubação 
teve por objectivo remover as proteínas capazes de se ligar inespecificamente às esferas. 
Seguidamente, os lisados foram novamente centrifugados, o sobrenadante foi recuperado, tendo 
cuidado em não levar as esferas atrás, e incubado com o anticorpo primário adequado na quantidade de 
~ 1 a 5 µg/ml. Os lisados foram incubados na presença do anticorpo durante 2 horas, a 4ºC, com 
rotação. Os imunocomplexos foram precipitados pela incubação com esferas de sefarose 
covalentemente ligadas a proteína-G ou proteína-A, durante 1 hora, a 4ºC, com rotação. Após a 
incubação as esferas foram recuperadas por centrifugação e lavadas 3 vezes em 1 ml tampão de lise. 
Em seguida, as proteínas foram desnaturadas e eluídas das esferas pela adição de tampão de aplicação 
Laemmli, seguida de fervura a 100ºC, durante 10 minutos. Finalmente, os imunoprecipitados foram 
separados electroforeticamente por SDS-PAGE e analisados por Western-blot com os anticorpos 
adequados, tal como descrito nas secções 8.10.1. e 8.10.2., respectivamente.     
 
8.10.6. Ensaios de Precipitação 
 
A importância das tirosinas fosforiladas da proteína M2, para a sua interacção com diferentes proteínas 
celulares, foi investigada através de ensaios de precipitação. Estes foram realizados em dois tipos 
celulares diferentes: células COS1 ou células B Raji. Nos casos de as precipitações serem realizadas em 
células COS1, utilizaram-se aproximadamente 5x108 células COS1 transfectadas, por condição, e o 
ensaio foi efectuado 48 horas após a transfecção. Quando as precipitações foram realizadas em células 
B Raji, utilizaram-se 1x108 ou 2x108 células por condição.  
Para a precipitação, as células foram lisadas pela incubação com um volume adequado de tampão de 
lise, contendo 10 mM Tris-HCl [pH 7,4], 100 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM NaVO4, 1 mM NaF e um 
cocktail de inibidores de proteases (CompleteTM EDTA-Free), durante 10 minutos em gelo. Após a 
incubação, os lisados celulares foram centrifugados a 14,000 rpm, durante 15 minutos, a 4ºC, para a 
remoção do material celular não solúvel. O sobrenadante foi recuperado e incubado com esferas de 
estreptavidina, durante 4 horas, a 4ºC, com rotação. Esta incubação teve por objectivo remover as 
proteínas capazes de se ligar inespecificamente às esferas. O sobrenadante foi recuperado, filtrado com 




um filtro de 0,45 µm, e incubado com 15 µg de cada um dos péptidos fosforilados de M2, durante a noite 
(12 a 18 horas), a 4ºC, com rotação. No dia seguinte, adicionaram-se às proteínas incubadas durante a 
noite, 150 µl de esferas de estreptavidina, previamente lavadas três vezes com 1 ml de tampão de lise. 
As esferas foram incubadas durante 4 horas, a 4ºC, com rotação. Após a incubação as esferas foram 
recuperadas por centrifugação a 4000 rpm e lavadas quatro vezes em 5 ml de tampão de lise. Em 
seguida, as proteínas foram desnaturadas e eluídas das esferas pela adição de tampão de aplicação 
Laemmli, seguida de fervura a 100ºC, durante 10 minutos. Por fim, os imunoprecipitados foram 
separados electroforeticamente por SDS-PAGE (descrito na secção 8.10.1.) a 60 V durante a noite.  
 
8.10.7. Identificação de Proteínas por Espectrometria de Massa Maldi-ToF (Matrix-assisted Laser 
Desorption Ionization Time-of-Flight) 
 
Para a identificação das proteínas celulares que interagem com a proteína viral M2, os precipitados 
resultantes de experiências de precipitação descritas na secção anterior, foram analisados por 
espectometria de massa Maldi-ToF. Assim, finda a separação electroforética dos precipitados, o gel foi 
fixado com uma solução de fixação (45% metanol, 10% ácido acético) durante 20 minutos à temperatura 
ambiente, com agitação, e em seguida corado com Sypro Ruby (Molecular Probes). As bandas 
observadas após a coloração do gel com Sypro Ruby foram processadas por digestão em gel com 
tripsina. Os fragmentos trípticos resultantes foram em seguida analisados por espectometria de massa 
Maldi-ToF (Ultraflex, Bruker). A identificação das proteínas foi feita por comparação dos resultados 
obtidos com a base de dados Swiss-Prot utilizando o algoritmo Mascot. Estes procedimentos foram 
realizados na unidade de genómica e proteómica do Centro de Investigación del Cáncer da Universidade 
de Salamanca - CSIC. 
 
8.10.8. Revestimento de Lâminas com Poly-L-Lisina  
 
Para o revestimento de lâminas para microscopia (Cel-Line, Thermo Scientifc) com poly-L-lisina, estas 
foram lavadas duas vezes com etanol a 70% e em seguida lavadas mais duas vezes com PBS, 
deixando-se as lâminas secar ao ar. Seguidamente, revestiram-se as lâminas com 50 µl, por poço, de 
uma solução de poly-L-lisina (Sigma) em água estéril, à concentração final de 0,01%, e incubou-se 
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durante 15 minutos à temperatura ambiente. Finda a incubação, a solução de poly-L-lisina foi aspirada e 
deixaram-se as lâminas secar ao ar até que não se observassem resquícios da solução. Finalmente, as 




A localização subcelular das proteínas em estudo foi investigada através de ensaios de 
imunofluorescência. Para as imunofluorescências realizadas em células SYF, plaqueou-se o número de 
células indicado em lamelas, e transfectaram-se as células com 1µg de DNA de cada um dos 
plasmídeos de expressão, utilizando o reagente de transfecção FuGENE (Roche), conforme descrito na 
secção 8.9.3. Quando as imunofluorescência foram realizada em células B, estas, após terem sido 
electroporadas (descrito na secção 8.9.4.), foram plaqueadas num poço de uma placa de 6 poços por 
condição, onde tinham sido colocadas previamente 4 lamelas revestidas com poli-L-lisina (BD BioCoatTM 
Cellware, Poly-L-Lysine 12 mm Coverslips, BD Biosciences), e deixaram-se aderir às lamelas durante 30 
minutos, à temperatura ambiente, antes de serem fixadas. 
Após 24 ou 48 horas em cultura, conforme o ensaio foi realizado em células B A20 ou em SYF, 
respectivamente, o meio de cultura foi aspirado, as células foram lavadas com PBS e, em seguida, 
fixadas com 4% paraformaldeído (PFA; Merck) em PBS, durante 20 minutos, à temperatura ambiente. 
Finda a fixação, as lamelas foram lavadas 3 vezes em PBS, e depois permeabilizadas por incubação, 
durante 10 minutos, à temperatura ambiente, com uma solução de 0,2% Triton X-100 em PBS.  
Após a lavagem das lamelas 3 vezes com PBS, estas foram incubadas com o anticorpo primário 
específico para a detecção da localização subcelular das proteínas em estudo, diluído em 1% BSA em 
PBS. A concentração a que o anticorpo primário foi utilizado teve de ser optimizada para cada anticorpo, 
variando no entanto, entre 1:200 e 1:400. A incubação com os anticorpos primários decorreu durante 1 
hora, à temperatura ambiente, em câmara húmida. Para remover o excesso de anticorpo não ligado, as 
lamelas foram lavadas 3 vezes com PBS.  
Para a detecção do anticorpo primário, as lamelas foram incubadas com o anticorpo secundário, dirigido 
contra as IgGs da espécie em que foi produzido o anticorpo primário, directamente conjugado com um 
fluorocromo. A escolha do fluorocromo utilizado foi feita com base nas combinações de cores adequadas 
para a experiência. Todos os anticorpos secundários foram utilizados numa diluição de 1:400 em 1% 




BSA em PBS. A incubação com os anticorpos secundários decorreu durante 1 hora, à temperatura 
ambiente, no escuro e em câmara húmida. O excesso de anticorpo secundário foi removido por lavagem 
das lamelas 3 vezes em PBS, seguidas de uma passagem em água destilada para remoção dos sais de 
PBS.  
Sempre que apropriado, as lamelas foram incubadas com um composto que se liga especificamente aos 
filamentos de actina, a faloidina, conjugada com o fluorocromo rodamina (Sigma). A faloidina-rodamina 
foi utilizada à diluição de 1:200 em 1% BSA em PBS, e as lamelas foram incubadas nesta solução 
durante 20 minutos, à temperatura ambiente, no escuro, em câmara húmida. Após a lavagem das 
lamelas para remover o excesso de faloidina-rodamina, as lamelas foram ainda incubadas, se 
apropriado, com DAPI (Invitrogen). Este composto químico, que emite fluorescência azul, liga-se ao DNA 
em cadeia dupla, desta forma marcando o núcleo das células. O DAPI foi utilizado à concentração final 
de 5 µg/ml, e a incubação decorreu durante 5 minutos, à temperatura ambiente, no escuro e em câmara 
húmida.  
Finalmente, as lamelas foram montadas numa lâmina em meio de montagem Mowiol (Fluka) ou DABCO 
(Fluka), e conservadas a 4ºC, até serem observadas por microscopia confocal (LSM 510 META, Zeiss) 
com uma objectiva Plan-Apochromat de 63x (1.4 óleo) e zoom electrónico 3. As imagens obtidas foram 
analisadas com o programa AimImageBrowser (Zeiss LSM data server, Zeiss). Regra geral, foram 
analisadas pelo menos 100 células, por condição experimental, seleccionadas ao acaso de três 
experiências independentes. A análise das imagens foi feita através de um estudo cego.  
 
8.11. Ensaios de Conjugação 
 
8.11.1. Obtenção de células T CD4
+
 Tg Do11.10 
 
8.11.1.1. Purificação e expansão da população de células T CD4
+
 Tg DO11.10 do baço 
 
As células T CD4+ Tg DO11.10 foram isoladas e purificadas do baço, a partir de suspensões totais de 
esplenócitos marcados, utilizando o Kit comercial para isolamento magnético de células T CD4+ (MACS, 
Miltenyi Biotec), de acordo com as instruções do fabricante. Os baços foram removidos de ratinhos 
Balb/c Tg DO11.10, e colocados em meio RPMI suplementado. Para a obtenção de uma suspensão 
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célula a célula de esplenócitos, os baços foram disrumpidos mecanicamente, e a suspensão celular 
obtida foi passada por um filtro de 100 µm para a remoção de tecido não homogeneizado. Os eritrócitos 
presentes na suspensão celular foram lisados por incubação em tampão de lise ACK (0,15 M NH4Cl, 10 
mM KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, em água MilliQ estéril, [pH 7,2-7,4]), durante 5 minutos, à temperatura 
ambiente, prosseguindo com o isolamento e purificação das células de acordo com as especificações do 
kit.  
As células T CD4+ Tg DO11.10 foram expandidas por cultura em placa de 24 poços, na presença de 
Dynabeads® CD3/CD28 (Invitrogen), de acordo com as especificações do fabricante. As células foram 
ressuspendidas em 1 ml de meio completo (descrito na secção 8.9.1.) suplementado com 50 U/ml de 
rhIL-2 ou 30U/ml de rmIL-2 (Peprotech), à concentração de 1x106 células por ml e as esferas foram 
adicionadas à proporção de 1:1. Ao fim de 8 a 9 dias em cultura, as células foram re-estimuladas com 
Dynabeads®, desta vez à proporção de 1:3 (esferas:células). As seguintes re-estimulações ocorreram 
em intervalos de 10 a 11 dias.  
Para a utilização das células em experiências, as esferas magnéticas foram removidas e as células 
foram cultivadas em meio completo (com 100 U/ml de rhIL-2 ou 60U/ml de rmIL-2) durante 5 dias, antes 
de serem manipuladas. 
 
8.11.1.2. Análise das populações purificadas por citometria de fluxo (FACS do inglês 
Fluorescence-activated Cell Sorting) 
 
A pureza da população de células T CD4+ Tg DO11.10 purificada foi analisada por citometria de fluxo. 
Após a lavagem em tampão FACS (2% soro fetal bovino em PBS), as células T CD4+ Tg DO11.10 
purificadas foram marcadas por incubação durante 30 minutos, em gelo, com o anticorpo anti-CD4 (clone 
YTS191.1; Serotec) e com o anticorpo anti-TCR DO11.10 (clone KJ1.26; MBL, Medical & Biological 
Laboratories Co., Japan), conjugados com os fluorocromos Alexa Fluor® 647 e PE, respectivamente. O 
anticorpo conjugado com Alexa Fluor® 647 foi utilizado à diluição de 1/100 e o anticorpo conjugado com 
PE foi utilizado à diluição de 1/200. Após a lavagem, as células foram ressuspendidas em 300 µl de 
tampão FACS, e analisadas por citometria de fluxo com um FACSCalibur utilizando o programa 
CellQuest (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA). Os resultados obtidos foram 




analisados com o programa FlowJo v6.4.7 (Tree Star, Inc.). Consistentemente obtiveram-se níveis de 
pureza superiores ou iguais a 98%. 
 
8.11.2. Experiências de sinapse imunológica 
 
O papel in vivo da proteína viral M2 na activação da célula B e/ou T foi investigado, por microscopia 
confocal, através de ensaios de sinapse imunológica, utilizando dois sistemas celulares diferentes: o 
sistema Raji/Jurkat e o sistema A20/T CD4+ Tg DO11.10. O sistema Raji/Jurkat é um sistema artificial 
em que se utilizaram duas linhas celulares humanas e em que se recorreu à utilização de superantigénio 
para promover a formação de conjugados. Por outro lado, o sistema A20/T CD4+ Tg DO11.10 é um 
sistema mais fisiológico e específico uma vez que se utilizaram uma linha celular de células B de ratinho 
e células T CD4+, também de ratinho, cujo TCR transgénico responde especificamente ao péptido de 
ovalbumina de galinha.  
 
8.11.2.1. Sistema celular Raji/Jurkat  
 
Para a realização de ensaios de sinapse imunológica utilizando o sistema célula B Raji/célula T Jurkat, 
20x106 células B Raji, por condição, foram transfectadas por electroporação conforme descrito na 
secção 8.9.4., com os plasmídeos de expressão que codificam para a proteína viral M2, e suas 
derivadas, em fusão com GFP. No dia seguinte, as células B Raji foram lavadas duas vezes por 
centrifugação a 1500 rpm, durante 5 minutos, com meio RPMI suplementado. Após as lavagens, o meio 
foi removido e as células foram ressuspendidas novamente em meio RPMI suplementado à 
concentração de 3x106 células por 1 ml de meio. Seguidamente, adicionou-se às células 1 µg/ml de 
superantigénio – SEE (Staphylococcal Enterotoxin E, Toxin Technology, Inc., Sarasota, FL), e incubou-
se durante 30 minutos, a 37ºC. Algumas células não foram incubadas com SEE como controlo negativo. 
Finda a incubação, as células foram centrifugadas e o sedimento celular foi lavado uma vez por 
centrifugação a 1500 rpm, durante 5 minutos, com meio HBSS (do inglês Hank`s Balanced Salt Solution, 
Invitrogen) não suplementado, e em seguida novamente lavadas com meio HBSS suplementado com 
2% soro fetal bovino e 20 mM de HEPES [pH 7,4]. Por fim, as células foram ressuspendidas em meio 
HBSS suplementado, à concentração de 2x106 células por 20 µl de meio. 
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Entretanto, 2x106 células T Jurkat, por condição, foram lavadas duas vezes por centrifugação a 1500 
rpm, durante 5 minutos, com meio RPMI não suplementado e em seguida ressuspendidas à 
concentração de 2x106 células por 1 ml de meio RPMI não suplementado. Adicionou-se às células 
Jurkat, o corante vital CMAC (Molecular Probes), à concentração de 10 µm/ml, e incubou-se durante 20 
minutos, a 37ºC, protegidas da luz. Finda a incubação, as células foram lavadas uma vez por 
centrifugação a 1500 rpm, durante 5 minutos, com meio HBSS não suplementado, e em seguida 
novamente lavadas com meio HBSS suplementado. Por fim, as células foram ressuspendidas em meio 
HBSS suplementado como anteriormente, à concentração de 2x106 células por 20 µl de meio.  
Após termos ambas as células B e T preparadas para a conjugação, adicionaram-se 2x106 células B Raji 
e igual número de células T, num tubo eppendorf de 1,5 ml, num volume final de 40 µl, e incubou-se a 
37ºC, durante 30 minutos, para permitir a formação de conjugados. Seguidamente, as células foram 
ressuspendidas muito gentilmente em 1 ml de meio HBSS suplementado, e os conjugados foram 
plaqueados num poço de uma placa de 6 poços, onde tinham sido colocadas previamente 4 lamelas 
revestidas com poli-L-lisina (BD BioCoatTM Cellware, Poly-L-Lysine 12 mm Coverslips, BD Biosciences). 
Deixaram-se os conjugados aderir às lamelas durante 20 minutos, à temperatura ambiente, antes de 
serem fixados e marcados com um anticorpo anti-pY174 Vav1 (à diluição de 1:400) e com faloidina-
rodamina (à diluição de 1:200), conforme descrito em pormenor na secção 8.10.9. As lamelas foram 
observadas por microscopia confocal (LSM 510 META, Zeiss) com uma objectiva Plan-Apochromat de 
63x (1.4 óleo) e zoom electrónico 3, e as imagens obtidas foram analisadas com o programa 
AimImageBrowser (Zeiss LSM data server, Zeiss). Para a quantificação da polarização de M2 para a 
zona de contacto foram analisadas pelo menos 100 conjugados seleccionados ao acaso de três 
experiências independentes.  
 
8.11.2.2. Sistema celular A20/T CD4
+ 
Tg DO11.10  
 
Para a realização de ensaios de sinapse imunológica utilizando o sistema célula B A20/célula T CD4+ Tg 
DO11.10, 20x106 células A20, por condição, foram transfectadas por electroporação conforme descrito 
na secção 8.9.4, com os plasmídeos de expressão que codificam para a proteína viral M2, e suas 
derivadas, em fusão com GFP. No dia seguinte, aproximadamente 4x106 células positivas para a 
expressão de GFP foram purificadas por citometria de fluxo e recolhidas numa solução de 50% de soro 




fetal em PBS, suplementado com 50 µg/ml de gentamicina. As células foram cultivadas em meio RPMI 
suplementado com 5% soro fetal bovino, 10 mM HEPES e 50 µg/ml de gentamicina. Ao fim do dia, 
metade das células purificadas, por condição, foi incubada durante a noite (cerca de 16 horas), a 37ºC, 
com 10 µM do péptido da ovalbumina de galinha (OVA aa 323-339).  
Nas experiências de sinapse imunológica em que se utilizaram linhas celulares estabelecidas que não 
expressavam proteínas em fusão com GFP, as células foram marcadas com o corante vital CMTMR. 
Assim, após a incubação durante a noite com o péptido de OVA (aa 323-339), conforme descrito 
anteriormente, as células B foram lavadas uma vez com meio RPMI suplementado com 5% soro fetal 
bovino e 10 mM HEPES, e em seguida ressuspendidas à concentração de 2x106/ml, em meio RPMI com 
5% soro fetal bovino e 10 mM HEPES, suplementado com 10 µM de CMTMR. Em algumas situações as 
células foram incubadas com menor quantidade do péptido de OVA (aa 323-339), 0,001 µM ou 0,1 µM. 
As células foram incubadas durante 15 minutos, a 37ºC, protegidas da luz. Finda a incubação, as células 
foram lavadas duas vezes por centrifugação, em meio RPMI suplementado com 5% soro fetal bovino e 
10 mM HEPES, e ressuspendidas à concentração de 2x105 células por 50 µl de meio. 
As células T CD4+ Tg DO11.10 foram igualmente lavadas duas vezes por centrifugação, com meio RPMI 
suplementado com 5% soro fetal bovino e 10 mM HEPES e ressuspendidas à concentração de 1,5x105 
células por 50 µl de meio. Quando necessário, as células T CD4+ Tg DO11.10 foram previamente 
marcadas com o corante vital CMAC, conforme descrito na secção 8.11.2.1. 
Após ambas as células B e T estarem preparadas para a conjugação, incubaram-se num tubo de 5 ml, 
2x105 células B A20 com 1,5x105 células T CD4+ Tg DO11.10, num volume final de 100 µl (por 
duplicado), e centrifugou-se a 1500 rpm, durante 1 minuto, para promover a formação de conjugados. 
Seguidamente, as células foram incubadas protegidas da luz, numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2, 
durante o tempo desejado, para permitir a formação de conjugados. Após a incubação, as células foram 
ressuspendidas muito gentilmente e plaqueadas num volume de 50 µl por poço de uma lâmina 
previamente revestida com poli-L-lisina (descrito na secção 8.10.8.). Deixaram-se os conjugados aderir à 
lâmina durante 5 minutos, a 37ºC, antes de serem fixados e marcados com os anticorpos anti-pTyr (à 
diluição de 1:50), anti-IFNγ (à diluição de 1:50), anti-PKCθ (à diluição de 1:50) e anti-α-tubulina (à 
diluição de 1:200), conforme descrito em pormenor na secção 8.10.9. As lamelas foram observadas por 
microscopia confocal (LSM 510 META, Zeiss) com uma objectiva Plan-Apochromat de 63x (1.4 óleo) e 
zoom electrónico 3, e as imagens obtidas foram analisadas com o programa AimImageBrowser (Zeiss 
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LSM data server, Zeiss). Para a quantificação da polarização de M2 para a zona de contacto e da 
translocação do MTOC da célula B, foram analisados 100 conjugados seleccionados ao acaso de três 
experiências independentes.             
 
8.11.3. Quantificação de conjugados por citometria de fluxo 
 
A importância da proteína viral M2 para a promoção da formação de conjugados foi também investigada 
por citometria de fluxo. Linhas de células B A20, a expressar constitutivamente a proteína viral M2, o 
mutante M2Y ou a proteína viral irrelevante K3, foram não incubadas ou incubadas com concentrações 
crescentes do péptido de OVA (aa 323-339). A incubação decorreu em meio RPMI suplementado com 
5% soro fetal bovino e 10 mM HEPES, durante 2 horas, a 37ºC. Após a incubação, as células foram 
lavadas duas vezes por centrifugação, com meio RPMI suplementado com 5% soro fetal bovino e 10 mM 
HEPES, ressuspendidas à concentração de 2x106/ml e marcadas com o corante vital CMFDA, à 
concentração final de 50nM, durante 30 minutos, a 37ºC e protegidas da luz. 
Entretanto, as células T CD4+ Tg DO11.10 foram lavadas duas vezes, por centrifugação, com PBS, 
ressuspendidas à concentração de 2x106/ml, e em seguida marcadas com o corante vital DDAO, à 
concentração final de 1 µM, durante 20 minutos, a 37ºC e protegidas da luz.  
Finda a marcação de ambos os tipos celulares, as células foram lavadas duas vezes, por centrifugação, 
com meio RPMI suplementado com 5% soro fetal bovino e 10 mM HEPES. Após as lavagens, as células 
foram ressuspendidas à concentração de 2x105 células B por 150 µl de meio e 1x105 células T por 150 µl 
de meio. Adicionaram-se, num tubo de citometria de fluxo de 5 ml, 150 µl de células B e igual volume de 
células T, centrifugaram-se as células a 1500 rpm durante 1 minutos, e incubou-se a 37ºC numa 
incubadora com 5% de CO2 durante o tempo desejado.  
O número de conjugados foi medido por citomeria de fluxo com um FACSCalibur utilizando o programa 
CellQuest (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA), e os resultados obtidos em três 
experiências independentes, foram analisados com o programa FlowJo v6.4.7 (Tree Star, Inc.). Só as 
células vivas, com base nos parâmetros FSC (forward scatter) e SSC (side scatter), foram incluídas na 
análise. O número de conjugados em percentagem foi obtido com base na seguinte fórmula: 
 
 





8.11.4. Ensaios in vitro de estimulação de células T e/ou B  
 
Nesta secção descrevem-se uma série de ensaios in vitro que, embora empreguem metodologias 
variadas e analisem alvos diferentes, têm como objectivo comum a avaliação da influência da proteína 
viral M2 na activação e estimulação da célula T e/ou B.    
 
8.11.4.1. Internalização do TCR e regulação positiva da expressão de CD69  
 
O papel da proteína viral M2 na activação da célula T e/ou B foi investigado através da medição, por 
citometria de fluxo, de dois parâmetros de activação celular, tais como a internalização do TCR nas 
células T e a regulação positiva da expressão do receptor CD69 em ambos os tipos celulares.  
Linhas de células B A20, a expressar constitutivamente a proteína viral M2, o mutante M2Y ou a proteína 
viral irrelevante K3, foram não incubadas ou incubadas com concentrações variáveis do péptido de OVA 
(aa 323-339). A incubação decorreu durante a noite (cerca de 16 horas), numa incubadora a 37ºC com 
5% de CO2, em meio RPMI suplementado com 5% soro fetal bovino e 10 mM HEPES. No dia seguinte, 
as células B previamente incubadas com o péptido e as células T CD4+ Tg DO11.10 foram lavadas duas 
vezes, por centrifugação, com meio RPMI suplementado com 5% soro fetal bovino, 10 mM HEPES e 
com 100U/ml de rhIL-2 ou 60U/ml de rmIL-2. Após as lavagens, 1x105 células T e igual número de 
células B, foram adicionadas a um poço de uma placa de cultura de 96 poços (fundo em U), 
centrifugadas a 1500 rpm durante 1 minuto, e mantidas numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2, 
durante 20 horas, para promover a formação de conjugados. Como controlo positivo da activação da 
célula T, estas foram previamente cultivadas, durante 2 a 4 dias, numa placa de cultura de 96 poços 
(fundo em U), revestida com um anticorpo anti-CD3 à concentração de 3 µg/ml. Como controlo positivo 
da activação da célula B, estas foram cultivadas em meio de cultura com 2,5 µg/ml de anti-CD40 e 5 
µg/ml da porção F(ab`)2/F(ab) de um anticorpo contra as IgGs de ratinho, durante 48 horas, a 37ºC.  
No dia seguinte, os conjugados foram separados pela adição de PBS suplementado com 0,5 mM EDTA 
e em seguida centrifugados a 1500 rpm, durante 2 minutos. Após a lavagem das células, estas foram 
incubadas com os seguintes anticorpos: anti-TCR DO11.10-PE (à diluição de 1/200), anti-CD69-FITC (à 
diluição de 1:100), anti-CD4-APC (à diluição de 1:200) e anti-CD19-APC-Cy7 (à diluição de 1:800). A 
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incubação decorreu durante 30 minutos, no escuro, a 4ºC. Após a marcação, as células foram lavadas 
duas vezes, e em seguida fixadas com 4% PFA em PBS, durante 15 minutos, a 4ºC. Por fim, as células 
foram lavadas duas vezes, ressuspendidas em 300 µl de tampão FACS e analisadas por citometria de 
fluxo com um FACSCanto utilizando o programa CellQuest (Becton-Dickinson Immunocytometry 
Systems, San José, CA). Todas as lavagens foram realizadas com tampão FACS (2% soro fetal bovino 
em PBS), por centrifugação a 1500 rpm, durante 1 minutos, a 4ºC. Os resultados de duas experiências 
independentes, realizadas em duplicado, foram analisados com o programa FlowJo v6.4.7 (Tree Star, 
Inc.). 
             
8.11.4.2. Quantificação da produção de citocinas por ELISA (do inglês Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay)  
 
O papel da proteína viral M2 na activação da célula T foi ainda investigado através da quantificação, por 
ELISA, da produção de citocinas pelas células T CD4+ Tg DO11.10. 
As linhas celulares estabelecidas de células B A20 que expressavam constitutivamente as proteínas 
virais K3, M2 ou M2Y, foram não incubadas ou incubadas com concentrações variáveis do péptido de 
OVA (aa 323-339) ou do péptido de OVA alterado (aa 333). A incubação decorreu durante a noite (cerca 
de 16 horas), a 37ºC, em meio RPMI suplementado com 5% soro fetal bovino e 10 mM HEPES. No dia 
seguinte procedeu-se à formação dos conjugados conforme descrito na secção 8.11.4.1. Quando o 
objectivo era a quantificação da produção da citocina IL-2, o meio celular utilizado na formação de 
conjugados não era suplementado com IL-2. Após a incubação durante a noite (cerca 20 horas de 
incubação) para a formação dos conjugados, a placa de 96 poços foi centrifugada a 1500 rpm, durante 2 
minutos, e o sobrenadante foi recuperado e guardado a -20ºC até posterior análise.  
Alternativamente, utilizou-se o sistema Transwell® Permeable Supports (Corning Life Sciences, NY) para 
a formação de conjugados de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, utilizou-se uma 
placa de 96 poços onde se colocaram, no fundo de cada poço, 1x105 células B. Seguidamente, 
introduziu-se na placa o sistema Transwell® composto por um suporte constituído por uma membrana 
porosa de poli-carbonato (PC), no interior do qual colocaram-se 1x105 células T CD4+ Tg DO11.10. Desta 
forma criaram-se dois compartimentos celulares separados. Os poros da membrana com 0,4µm de 
diâmetro impedem que as células entrem em contacto e passem de um compartimento para o outro, 




permitindo no entanto a passagem de factores celulares produzidos por ambos os tipos celulares. Após 
20 horas de cultura a 37ºC numa incubadora com 5% de CO2, o sistema Transwell
® foi igualmente 
centrifugado a 1500 rpm, durante 2 minutos, e o sobrenadante de ambos os compartimentos foi 
recuperado e guardado a -20ºC até ser analisado. Como controlo positivo da activação da célula T, estas 
foram previamente cultivadas, durante 2 a 4 dias, numa placa de cultura de 96 poços (fundo em U), 
revestida com um anticorpo anti-CD3 à concentração de 3 µg/ml. Como controlo positivo da activação da 
célula B, estas foram cultivadas em meio de cultura com 2,5 µg/ml de anti-CD40 e 5 µg/ml da porção 
F(ab`)2/F(ab) de um anticorpo contra as IgGs de ratinho, durante 48 horas, a 37ºC. 
A produção de IFNγ, IL-2, IL-4 e TNF-α, foi quantificada nos sobrenadantes por ELISA do tipo sanduíche 
utilizando os kits comerciais DuoSet® ELISA Development System da R&D Systems (nº catálogo DY485, 
DY402, DY404 e DY410, respectivamente) e TMB (BioRad), de acordo com as instruções do fabricante. 
Os duplicados de proteínas padrão conhecidas foram sempre incluídos em cada placa, e os 
sobrenadantes de três experiências independentes foram testados em duplicado. As placas foram 
analisadas num leitor de placas Infinite® M200 (Tecan Group, Ltd.).   
 
8.11.4.3. Quantificação intracelular da produção de citocinas por análise de FACS  
 
Para investigar de forma mais aprofundada o papel da proteína viral M2 na activação da célula T CD4+ 
Tg DO11.10, a produção intracelular de citocinas nestas células foi quantificada por análise de FACS.  
Células B A20 que expressavam constitutivamente as proteínas virais K3, M2 ou M2Y, foram não 
incubadas ou incubadas com concentrações variáveis do péptido de OVA (aa 323-339) ou do péptido de 
OVA alterado (aa 333). Após a incubação, durante cerca de 16 horas, numa incubadora a 37ºC com 5% 
de CO2, em meio RPMI suplementado com 5% soro fetal bovino e 10 mM HEPES, procedeu-se à 
formação dos conjugados. As células foram lavadas e igual número (1x105) de células B (de cada 
condição) e células T, foram adicionadas por poço de uma placa de 96 poços (fundo em U), em meio 
RPMI suplementado com 5% soro fetal bovino, 10 mM HEPES, 100 U/ml de rhIL-2 ou 60 U/ml de rmIL-2 
e 10 µg/ml Brefeldina A (BFA, Sigma). Sempre que o objectivo era a quantificação intracelular da citocina 
IL-2, o meio celular utilizado na formação de conjugados não era suplementado com IL-2. A placa foi 
centrifugada a 1500 rpm, durante 2 minutos, e mantidas numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2 
durante 5 horas. Como controlo positivo da experiência, as células T sozinhas foram incubadas com 100 
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ng/ml phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA, Sigma) e 2 µg/ml ionomicina (Sigma), igualmente durante 5 
horas.   
Após a incubação, a placa foi centrifugada, o sobrenadante foi removido e os conjugados foram 
separados por centrifugação (1500 rpm, 2 minutos) através da adição de PBS suplementado com 0,5 
mM EDTA. Após a lavagem das células, estas foram marcadas com um anticorpo anti-CD4-APC (à 
diluição de 1:200), durante 30 minutos. Finda a incubação, as células foram lavadas duas vezes, e em 
seguida fixadas com 4% PFA em PBS, durante 15 minutos. Após a fixação das células estas foram 
lavadas, permeabilizadas com 0,2% Triton X-100 em PBS durante 10 minutos, novamente lavadas, e em 
seguida incubadas com um anticorpo anti-IFNγ-PE ou com um anticorpo anti-IL-2-PE (ambos à diluição 
de 1:200), durante 30 minutos. Por fim, as células foram lavadas duas vezes, ressuspendidas em 300 µl 
de tampão FACS e analisadas por citometria de fluxo com um FACSCalibur utilizando o programa 
CellQuest (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA). Todas as lavagens e 
incubações realizadas até ao momento da fixação foram realizadas no escuro, a 4ºC, com tampão FACS 
(2% soro fetal bovino em PBS) suplementado com BFA, enquanto as subsequentes foram realizadas em 
tampão FACS não suplementado. As lavagens foram feitas por centrifugação a 1500 rpm, durante 1 
minuto, a 4ºC. Os resultados de três experiências independentes, realizadas em duplicado, foram 
analisados com o programa FlowJo v6.4.7 (Tree Star, Inc.). 
 
8.11.4.4. Ensaio de proliferação celular 
 
O ensaio de proliferação celular foi realizado com o objectivo de continuar a avaliar a influência da 
proteína viral M2 na activação e estimulação da célula T. 
Células B A20 que expressavam constitutivamente as proteínas virais K3, M2 ou M2Y, foram não 
incubadas ou incubadas com concentrações variáveis do péptido de OVA (aa 323-339), durante cerca de 
16 horas, numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2, em meio RPMI suplementado com 5% soro fetal 
bovino e 10 mM HEPES. No dia seguinte, após as lavagens, 1x105 células B de cada condição, foram 
colocadas em meio RPMI completo num poço de uma placa de 96 poços (com fundo em U). Entretanto, 
as células T CD4+ Tg DO11.10 foram lavadas em meio RPMI sem soro fetal bovino e incubadas, neste 
mesmo meio, com 2µM de CFSE (do inglês Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester, Invitrogen), 
durante 10 minutos, a 37ºC. Após a incubação, as células foram lavadas duas vezes em meio RMPI 




suplementado com 5% soro fetal bovino, 10 mM HEPES, 100U/ml de rhIL-2 ou 60U/ml de rmIL-2, e 
adicionadas em igual número, às células B, na placa de 96 poços. Finalmente, a placa foi centrifugada a 
1500 rpm durante 1 minuto, e mantida numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2, protegidas da luz, 
durante 5 dias. Como controlo positivo da activação da célula T, estas foram cultivadas, durante 2 a 4 
dias, numa placa de cultura de 96 poços, revestida com um anticorpo anti-CD3 à concentração de 3 
µg/ml. 
Após a incubação, os conjugados foram separados pela adição de PBS suplementado com 0,5 mM 
EDTA e em seguida centrifugados a 1500 rpm, durante 2 minutos. As células foram lavadas e, em 
seguida, marcadas com um anticorpo anti-CD4-APC (à diluição de 1:200), durante 30 minutos, no 
escuro, a 4ºC. Por fim, as células foram lavadas duas vezes, ressuspendidas em 300 µl de tampão 
FACS e analisadas por citometria de fluxo com um FACSCalibur utilizando o programa CellQuest 
(Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA). Todas as lavagens foram realizadas por 
centrifugação (1500 rpm, 1 minuto) em tampão FACS (2% soro fetal bovino em PBS). Os resultados 
obtidos em três experiências independentes foram analisados com o programa FlowJo v6.4.7 (Tree Star, 
Inc.). 
A proliferação das células T foi medida através do cálculo do índice de divisão (ID). Este índice reflecte 
de forma mais precisa os dados obtidos com utilização de CFSE (Angulo and Fulcher, 1998; Saveanu et 
al., 2009). O ID é definido como o rácio entre o número total de células T precursoras e o número total de 
mitoses que essas células sofreram:   
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8.11.5. Quantificação das respostas de mobilização do cálcio em conjugados de células B A20 e 
células T CD4
+
 Tg DO.11.10 por análise de FACS  
 
A quantificação das respostas de mobilização do cálcio foi efectuada com base numa adaptação do 
método descrito por S. Valitutti (Valitutti and Dessing, 2000; Valitutti et al., 1995). 
Células B A20 que expressavam constitutivamente as proteínas virais K3, M2 ou M2Y, foram não 
incubadas ou incubadas com concentrações variáveis do péptido de OVA (aa 323-339), durante cerca de 
16 horas, numa incubadora a 37ºC com 5% de CO2, em meio RPMI suplementado com 5% soro fetal 
bovino e 10 mM HEPES. No dia seguinte, as células T CD4+ Tg DO11.10, foram lavadas por 
centrifugação a 1500 rpm, durante 5 minutos, e ressuspendidas à concentração de 1x106 células por 1 
ml de meio RPMI suplementado com 5% soro fetal bovino e 10mM HEPES. Em seguida, as células T 
foram incubadas com Indo-1 AM (Invitrogen), à concentração final de 5µM, em meio RPMI suplementado 
com 5% soro fetal bovino e 10mM HEPES, durante 35 a 45 minutos, a 37ºC e protegidas da luz. Após a 
incubação, as células foram lavadas uma vez por centrifugação 1500 rpm, durante 5 minutos, e 
posteriormente aliquotadas em tubos de FACS de 5 ml, de maneira que cada tubo contenha 4x105 
células em 2 ml de meio RPMI suplementado. Seguidamente, as células foram incubadas a 37ºC, 
durante 15 minutos, antes do inicio da experiência para equilibrar o Indo-1 AM. Entretanto, as células B 
foram lavadas e ressuspendidas em meio RPMI suplementado à concentração de 8x105 células por 
400µl de meio. Terminada a incubação das células T, adicionaram-se 8x105 células B a cada tubo 
contendo 4x105 células T, e centrifugou-se de imediato a 1500 rpm, durante 1 minuto a 37ºC, para 
permitir a formação de conjugados. Finalmente, as células foram incubadas durante 1 minuto a 37ºC, 
sujeitas ao vortex, e imediatamente analisadas num citómetro de fluxo modular (MoFlow, do inglês 
Modular Flow Cytometer; Beckman Coulter) durante 17 minutos. 
Para o estabelecimento de uma linha de base do rácio de emissão 405/530 das células T, células T 
sozinhas não activadas e marcadas com Indo-1 AM foram igualmente analisadas no MoFlow. Como 
controlo positivo da experiência utilizaram-se células T sozinhas marcadas com Indo-1 AM e activadas 
pela adição de ionomicina à concentração final de 0,5 µg/ml. Só as células vivas, com base nos 
parâmetros FSC (forward scatter) e SSC (side scatter), e marcadas com Indo-1 AM foram incluídas na 
análise. Foram realizadas duas experiências independentes tendo os resultados sido analisados com o 
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Figura Suplementar 1. A proteína M2 co-imunoprecipita com os novos alvos celulares in vivo, em células 












Figura Suplementar 1. A proteína M2 co-imunoprecipita com os novos alvos celulares in vivo, em células 
COS1. Células COS1 foram transientemente transfectadas com as combinações de plasmídeos que codificam as 
proteínas indicadas (A a F, topo das figuras). Após 48 horas em cultura, as células foram lisadas e os extractos 
celulares foram incubados com um soro policlonal anti-M2 (A e E) ou com um anticorpo, monoclonal ou policlonal, 
contra o parceiro celular cuja interacção estava sob investigação (B, C, D e F). Seguidamente os imunoprecipitados 
foram separados por electroforese em gel de poliacrilamida e analisados por Western-blot com os anticorpos 
apropriados (A a F, indicados à direita dos painéis). A) Confirmação da interacção M2-Lyn. Após a separação dos 
imunoprecipitados anti-M2, estes foram analisados por Western-blot, com um anticorpo que detecta proteínas que 
contenham resíduos de tirosina fosforilados na sua sequência (anti-pTyr, painel superior). A respectiva membrana foi 
também analisada com um anticorpo anti-Myc (epitopo em fusão com as proteínas Lyn e M2), para averiguar 
presença da proteína Lyn (2º painel) e para demonstrar que a quantidade de proteína M2 imunoprecipitada em cada 
amostra é idêntica (3º painel). B) Confirmação da interacção M2-NCK1. Os imunoprecipitados anti-NCK1 foram 
analisados por Western-blot com um anticorpo anti-Myc (epitopo em fusão com as proteínas M2, painel superior). A 
respectiva membrana foi também analisada com um anticorpo anti-HA (epitopo em fusão com NCK1), para 
demonstrar que a quantidade de proteína imunoprecipitada em cada amostra é equivalente (2º painel). C) 
Confirmação da interacção M2-SHP2. Após separação electroforética os imunoprecipitados anti-SHP2 foram 
analisados por Western-blot utilizando os anticorpos indicados (direita dos painéis). A presença das diferentes 
versões da proteína M2 e de SHP2 foi detectada com um anticorpo anti-Myc (epitopo em fusão com as proteínas 
citadas; 1º e 2º painéis). O mesmo anticorpo foi utilizado como controlo de imunoprecipitação (2º painel). D e E) 
Confirmação da interacção M2-p85α. Os imunoprecipitados anti-p85α (D) ou anti-M2 (E) foram analisados por 
Western-blot, com um anticorpo anti-pTyr (D, 1º a 3º painéis; E, painel superior). Para averiguar a presença das 
proteínas Fyn e M2 (D e E), e como controlo de imunoprecipitação (E), as respectivas membranas foram também 
analisadas com um anticorpo anti-Myc (epitopo em fusão com as proteínas referidas; D, 4º e 5º painéis; E, 3º e 4º 
painéis). A expressão de p85α, em fusão com o epitopo FLAG, foi detectada com o anticorpo anti-p85α (D, 6º painel) 
ou com um anticorpo anti-FLAG (E, 2º painel). F) Confirmação da interacção M2-PLCγ2. Os imunoprecipitados anti-
PLCγ2 foram analisados por Western-blot com um anticorpo anti-pTyr (painel superior). Em seguida, a expressão 
das diferentes versões da proteína M2 (3º painel) e de Fyn (2º painel) foi detectada com um anticorpo anti-Myc 
(epitopo em fusão com as proteínas mencionadas). Para demonstrar que a quantidade de proteína imunoprecipitada 
em cada amostra é equivalente, as respectivas membranas foram também analisadas com um anticorpo anti-PLCγ2 
(4º painel). Em cada ensaio, alíquotas representativas dos lisados celulares totais foram analisadas por Western-
blot, com os anticorpos indicados à direita dos painéis, para verificar a correcta expressão das proteínas 
transfectadas e para demonstrar que a quantidade de lisado aplicado em cada pista é equivalente (A a F, grupo de 
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Figura Suplementar 2. M2 impede a translocação de AKT para a membrana e o aumento da fosforilação na 
Ser
473







Figura Suplementar 2. M2 impede a translocação de AKT para a membrana e o aumento da fosforilação na 
Ser
473
, após a estimulação do BCR. (A) M2 impede a translocação de AKT-PH para a membrana após estimulação 
do BCR. Células A20 foram co-transfectadas com plasmídeos que codificam o domínio PH de AKT em fusão com 
mcherry e as diferentes versões da proteína M2 em fusão com eGFP, ou com um plasmídeo controlo que codifica a 
proteína eGFP sozinha (esquerda dos painéis). Após 24 horas em cultura, as células foram não estimuladas ou 
estimuladas com 10 µg/ml de anti-IgG F(ab`)2 durante 5 minutos (direita dos painéis). Após a lavagem, as células 
foram plaqueadas em lamelas previamente revestidas com poly-L-lisina e fixadas com 4% PFA. As imagens foram 
capturadas com um microscópio confocal (Zeiss LSM510 META) com uma ampliação de 63X. Os painéis mostram 
imagens representativas de cada condição experimental. A localização sub-celular de M2 está representada a verde 
(painéis a, d, g, j, m, p) e a de AKT-PH a encarnado (painéis b, e, h, k, h, q). As áreas de co-localização estão 
representadas a amarelo (painéis c, f, i, l, o, r). (B) Quantificação da translocação de AKT-PH. Para a quantificação, 
a translocação de AKT-PH para a membrana foi analisada, através de um estudo cego, em pelo menos 100 células, 
por condição, seleccionadas ao acaso de três experiências independentes. (C) M2 reduz a fosforilação de AKT na 
Ser
473
 independentemente da estimulação do BCR. Células A20 foram electroporadas com os plasmídeos indicados 
no topo dos painéis. Após 24 horas em cultura, as células foram purificadas por citometria de fluxo, e em seguida 
não estimuladas ou estimuladas com 10 µg/ml de anti-IgG F(ab`)2 durante 5 minutos (topo dos painéis). Finalmente, 
as células foram lisadas e os extractos celulares totais foram separados por SDS-PAGE sendo depois analisados 
por Western-blot com os anticorpos descritos à direita dos painéis. Os níveis da proteína AKT fosforilada no resíduo 
regulatório Ser
473
 foram analisados com o anticorpo anti-pS473 AKT (painel superior). A mesma membrana foi 
também analisada com um soro policlonal anti-M2 para demonstrar que as várias versões de M2 são igualmente 
expressas, com um anticorpo anti-AKT total, e com um anticorpo anti-Actina para comprovar que a quantidade de 
lisado aplicado em cada pista foi equivalente. α, anti; WB, Western-blot. (D) Quantificação da intensidade das 
bandas do painel C, correspondentes a pSer
473
 AKT, utilizando o programa ImageJ. As intensidades foram 
normalizadas para a expressão de AKT total. O gráfico mostra a diferença nos níveis de fosforilação de AKT na 
Ser
473
, nas diferentes condições experimentais indicadas no painel C, em relação ao nível basal de fosforilação da 
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Figura suplementar 3. M2 atenua o aumento de fosforilação de PKC e ERK1/2 observado em resposta à 
estimulação do BCR. (A) Células A20 foram electroporadas com os plasmídeos indicados no topo dos painéis. 
Após 24 horas em cultura, as células foram purificadas por citometria de fluxo, e em seguida não estimuladas ou 
estimuladas com 10 µg/ml de anti-IgG F(ab`)2 durante 2 minutos (topo dos painéis). Finalmente, as células foram 
lisadas e os extractos celulares totais foram separados por SDS-PAGE, sendo depois analisados por Western-blot 
com os anticorpos descritos à direita dos painéis. O nível de fosforilação das isoformas da proteína PKC, nos 
resíduos homólogos ao resíduo Ser
660
, foi analisado com o anticorpo anti-pS660 (painel superior). O nível de 
fosforilação das proteínas ERK1/2 no resíduo Tyr
204
 foi analisado com o anticorpo específico anti-pERK1/2 (3º 
painel). A mesma membrana foi também analisada com um soro policlonal anti-M2 (5º painel), para demonstrar que 
as várias versões de M2 são igualmente expressas, com anticorpos anti-PKC (2º painel) e anti-ERK1/2 (4º painel) 
total, e com um anticorpo anti-Actina (painel inferior), para comprovar que a quantidade de lisado aplicado em cada 
pista é equivalente. α, anti; WB, Western-blot. (B) Quantificação da intensidade das bandas do painel A, 
correspondentes a pSer
660
 PKC (gráfico à esquerda) e a pERK1/2 (gráfico á direita), utilizando o programa ImageJ. 
As intensidades foram normalizadas para a expressão total de PKC e ERK1/2, respectivamente. O gráfico mostra as 
diferenças nos níveis de pSer
660
 PKC e pERK1/2, nas diferentes condições experimentais indicadas no painel A, em 
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Background: The M2 gammaherpesvirus 
protein exploits B-cell signaling pathways to 
promote viral latency. 
Results: M2 binds several SH2- and SH3-
containing signaling proteins using 
phosphotyrosine motifs and a proline-rich 
region, respectively. 
Conclusion: These interactions affect the 
juxtamembranar localization of M2 as well as 
downstream signaling events. 
Significance: M2 may be used as a model to 




Gammaherpesviruses express proteins that 
modulate B-lymphocyte signaling to achieve 
persistent latent infections. One such protein 
is the M2 latency expressed protein encoded 
by the murid herpes virus 4 (MuHV-4). M2 
contains two closely spaced tyrosine residues, 
Tyr120 and Tyr129, which are 
phosphorylated by Src-family tyrosine 
kinases. Here we used mass spectrometry to 
identify the binding partners of tyrosine 
phosphorylated M2. We demonstrate that 
each M2 phosphomotif can bind directly and 
selectively to SH2-containing proteins with 
key roles in B-cell receptor signaling. 
Specifically, we show that Src-family kinases, 
NCK1 and Vav1 bind to the M2 pY120 
phosphosite, that PLCγ2 and the SHP2 
phosphatase bind to the M2 pY129 residue, 
and the p85α subunit of PI3K associates with 
either residue. Consistent with these data, we 
demonstrate that M2 coordinates the 
formation of multi-protein complexes with 
these proteins, a process that favors the 
phosphorylation of a subset of binding 
proteins (Vav1, PLCγ2) on tyrosine residues. 
Finally, we show that the translocation to the 
plasma membrane and subsequent M2 
tyrosine phosphorylation requires the 
presence of the C-terminal proline rich region 
of M2 and its interaction with Src-family 
kinases. These results indicate that, unlike the 
case of other gammaherpesviruses encoding 
transmembrane proteins that mimic the 
activation of ITAMs, MuHV-4 perturbs B-cell 
signaling using a cytoplasmic/membrane 
shuttling factor that nucleates the assembly 
and activation of signaling complexes using a 
bilayered mechanism of phosphotyrosine and 
proline rich anchoring motifs. 
 
Gammaherpesviruses establish persistent 
latent infections in lymphocytes. In the case of 
the MuHV-4 and its human counterparts, the 
EBV and KSHV, memory B-cells are a main 
reservoir of latent virus. To access the memory 
B-cell compartment, these viruses encode 
proteins that manipulate the life cycle of host B-
cells by interfering with B-cell signaling 
pathways leading to activation, differentiation, 
and survival [7]. Some of these proteins are 
thought to drive the proliferation of latently 
infected B-cells in GC reactions. These occur 
within secondary lymphoid organs and are the 
site of localized proliferation and differentiation 
of B-cells following B-cell receptor activation 
through antigen recognition. By driving GC 
reactions, gammaherpesvirus not only gain 
physiological access to memory B-cells but also 
amplify infection to achieve effective host 
colonization. 
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Binding of antigen to the BCR leads to the 
phosphorylation of ITAMs located in the 
cytoplasmic tails of the Igα and Igβ subunits of 
the BCR complex. This is carried out by Src-
family kinases Lyn, Fyn, and BLK and generates 
phosphoITAMs that recruit the Syk tyrosine 
kinase through SH2 domains. The kinases then 
trigger phosphorylation cascades that result in 
the assembly of a signalosome containing 
adaptor proteins and signaling enzymes such as 
Vav1, PLCγ2 and PI3K [6]. Signals emanating 
from these activated enzymes ultimately lead to 
the proliferation and differentiation of B-cells. 
Examples of gammaherpesvirus proteins that 
either mimic or interfere with BCR-signaling are 
the LMP1 and LMP2A encoded by the EBV and 
K1 and K15 encoded by the KSHV [7]. These 
transmembrane molecules harbor in their 
cytoplasmic tails protein interaction motifs that 
mediate the assembly of specific signalosomes. 
For example, the K1 cytoplasmic domain 
contains a constitutively phosphorylated ITAM 
that recruits SH2-containing proteins such as 
Lyn, Syk, p85α, PLCγ2 and Vav1, thus 
promoting the engagement of signaling cascades 
similar to those triggered upon BCR stimulation 
[13]. 
The MuHV-4 does not encode proteins with 
sequence similarity to such transmembrane 
proteins [28]. By contrast, the unique latency 
associated M2 protein from MuHV-4 has been 
identified as an adaptor protein that modulates B-
cell signaling and is potentially a functional 
homologue of the aforementioned viral proteins 
[20, 21]. M2 expression drives B-cell 
proliferation in vitro [25] and, using a mouse 
model of infection, we and others showed that 
M2 is required for entry of infected B-cells into 
GC reactions [10, 18, 20, 26]. Thus, M2 is likely 
to be involved in B-cell activation in the host. 
M2 is a 192 amino acid-long proline rich 
protein localizing to the nucleus and 
juxtamembranar areas of several cell lines [16, 
18, 21]. M2 binds the SH3 domains of a diverse 
range of cellular proteins [21]. A C-terminal 
PRR spanning amino acid residues 153-171 (Fig. 
1A) containing a consensus class I SH3 binding 
motif, binds directly to the C-terminal SH3 
domain of Vav1 and modulates association of 
M2 with Vav1 and Fyn in cells [21]. In addition, 
M2 contains two motifs encompassing Tyr120 
and Tyr129 that are differentially and 
constitutively phosphorylated by Src-family 
kinases [20, 21]. The C-terminal SH3-binding 
PRR is required for phosphorylation of M2, but 
the mechanism underlying this requirement is 
unknown. Efficient entry of MuHV-4 infected B-
cells in GC reactions depends on both the C-
terminal PRR and phosphomotifs present in M2 
[9, 20]. 
The M2 sequence encompassing Tyr120 and 
Tyr129 does not form a consensus ITAM (Fig. 
1A). The pTyr120 motif has been shown to be a 
docking site for the SH2 domains of Vav1 and 
Fyn [20]. Furthermore, this phosphomotif and 
the C-terminal PRR were shown to mediate 
assembly of a M2/Fyn/Vav1 complex that results 
in the phosphorylation of Vav1 by Fyn and its 
activation towards Rac1, a member of the Rho 
GTPase family [20, 21]. Interestingly, M2 
expression in B-cells induces tyrosine 
phosphorylation of other proteins with molecular 
weights ranging from 50 to 150 kDa suggesting 
that M2 may assemble a larger signalosome [20]. 
Given the relative promiscuity in pTyr-SH2 
domain interactions, the pTyr120 motif is 
expected to bind other SH2 domains while the 
pTyr129 motif, so far uncharacterized, could also 
be targeting SH2 domains. 
In this study we sought to identify new 
partners of tyrosine phosphorylated M2 and 
define the role of each phosphomotif in M2 
interactions. We also attempted to understand the 
contribution of the C-terminal PRR for M2 
phosphorylation. Our results demonstrate that 
both phosphomotifs are functional, independent 
SH2 binding sites with different specificities and 
affinities for key molecules involved in BCR 
signaling. The C-terminal PRR binds strongly to 
the SH3 domains of Lyn and Fyn and is required 
for localization of M2 in juxtamembranar areas 
of B-cells thus promoting its phosphorylation.  
 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Plasmids – pCMV-myc plasmids encoding wild 
type M2, M2Y, Y120F, Y129F and M2P2 
proteins have been described [20, 21]. To 
express proteins with an N-terminal enhanced 
(e)GFP, DNA encoding WT M2 and mutant 
proteins was subcloned into pEGFP-C plasmids 
(Clontech). pGEX Fyn SH2 (aa 145-247) and 
pGEX Vav1 SH2 (aa 655-774) have been 
described [20, 27]. The DNA sequence encoding 
the SH2 domains of Lyn (aa 128-226), NCK1 
(aa 281-377), the N and C-terminal SH2 domains 
(termed SH2 N and SH2 C thereafter) of PLCγ2 
(SH2 N: aa 532-635 and SH2 C: aa 641-674), 
p85α (SH2 N: aa 332-428 and SH2 C: aa 617-
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724) and SHP-2 (SH2 N: aa 6-102 and SH2 C: 
aa 111-216) was amplified by PCR and cloned 
into pGEX vectors (GE Healthcare). To express 
N-terminal 6x His-tagged SH3 proteins, the 
DNA encoding SH3 domains of PLCγ2 (aa 769-
829), p85α (aa 1-85), the C-terminal SH3 
domain of Vav1 (aa 785-842) and the SH3 
domain 1 (D1, aa 1-61), 2 (aa 108-165) and 3 (aa 
188-252) of NCK1 was cloned into the pQlink H 
vector [23]. DNA encoding the SH3 domains of 
Fyn (aa 81-144) and Lyn (aa 63-124) and wild 
type M2 were cloned into pGEX 6P-1. All 
constructs were confirmed by DNA sequencing. 
Pull-down experiments – For pull-down of 





 cells of the Raji B-cell line, or 5x10
8
 
COS1 cells were washed with PBS and lysed 
with ice-cold lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 
7.4, 100 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM 
NaVO4, 1 mM NaF and Complete
TM 
EDTA-Free 
protease inhibitors). Lysates were cleared by 
centrifugation and the supernatants were 
incubated with streptavidin-conjugated sepharose 
beads (GE Healthcare) for 4 h at 4ºC. 
Supernatants were filtered through a 0.45 µm 
membrane and incubated with 15 µg of pY120 or 
pY129 (Fig. 1A) [20] overnight at 4ºC. Peptide 
complexes were captured with streptavidin-
sepharose beads. After washing with lysis buffer, 
proteins were eluted with Laemmli´s buffer and 
resolved on 10% SDS-PAGE gels. Gels were 
fixed with a 45% methanol/10% acetic acid 
solution, for 20 min at room temperature and 
stained with SYPRO Ruby (Molecular Probes). 
Individual bands (Fig. 1A and Fig. S1A) were 
excised and processed for MS. Direct binding of 
SH2 domains to pY120 and pY129 was assessed 
by pull-down as described [20]. To test binding 
of M2 to SH3 domains, ~2.5 µg of GST or GST-
M2 were incubated with ~1 µg of His-tagged 
SH3 domains in binding buffer (10 mM Tris-
HCl pH 7.4, 200 mM NaCl, 1 mM DTT). Protein 
complexes were captured with Glutathione 
Sepharose (GE Healthcare) and analysed by 
Western blot. 
MALDI-TOF MS – Tryptic peptides were 
analysed by Maldi-ToF (Ultraflex, Bruker). 
Identification of protein bands was performed by 
comparison of the results with the Swiss-Prot 
database using the Mascot algorithm. 
Antibodies – Anti-c-Myc (9E10) and anti-HA tag 
mAbs were from Clontech and Covance, 
respectively. The anti-p-Tyr (PY99) mAb and 
anti-PLCγ2 (Q-20), anti-Vav1 (C-14), anti-SH-
PTP2 (C-18) and anti-Fyn (FYN3) polyclonal 
antibodies were from Santa Cruz Biotechnology. 
Anti-GFP and anti-GST polyclonal antibodies 
were from Abcam and GE Healthcare, 
respectively. The anti-p85α polyclonal antibody 
was from Upstate cell signaling solutions and the 
anti-NCK1 mAb was from BD Transduction 
Laboratories. Anti-M2 and anti-pY174 Vav1 
polyclonal antibodies have been described [17, 
21]. HRP-conjugated secondary antibodies were 
from GE Healthcare and Jackson 
Immunoresearch. AlexaFluor-conjugated 
antibodies were from Molecular Probes, 
Invitrogen. 
Tissue culture and transfection – A20 and Raji 
B-cells were grown in RPMI 1640 medium 
supplemented with 10% FBS, 2 mM glutamine 
and 100 U/ml penicillin and streptomycin. SYF 
[11] and COS1 cells were grown in DMEM 
supplemented as above. A20 B-cells were 
transfected by electroporation as described [20]. 
SYF cells were transfected with FuGENE 
(Roche Diagnostics). 
Immunoprecipitation – A20 B-cells transfected 
with M2 proteins for 24h were disrupted with 
ice-cold lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 
150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM NaVO4, 
1 mM NaF and Cφmplete EDTA-free protease 
inhibitors). Lysates were processed for 
immunoprecipitation as described [20]. 
Proteins - Proteins were expressed in E. coli 
BL21 (DE3) pRARE2. GST fusion proteins were 
purified using glutathione sepharose (GE 
healthcare). For SPR experiments, the GST 
partner was removed by cleavage with thrombin 
(Novagen) or PreScission (3C) proteases to 
avoid avidity effects due to dimerization of GST. 
Cleaved SH domains were further purified and 
buffer exchanged into HBS-EP (10 mM Hepes 
pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% 
polysorbate 20) by gel filtration using a 
Superdex 75 10/300 GL column (GE healthcare). 
Single peaks corresponding to monomeric SH 
domains were used in the SPR assays. The purity 
of the proteins was assessed by SDS-PAGE and 
Comassie staining (Fig. S2A and Fig. S3A). 
6xHistidine-tagged proteins were purified on Ni-
NTA agarose (Qiagen). 
Surface Plasmon resonance - These experiments 
were performed with the Biacore 2000 (GE 
Healthcare) at 25°C. Biotinylated pY120 and 
pY129 (Fig. 1A) were diluted in HBS-EP and 
immobilized onto streptavidin-coated Sensor 
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chip SA (GE healthcare) to ~30 and ~25 
response units (RU), respectively. A biotinylated 
peptide comprising the M2 C-terminal PRR (aa 
153-171, GPPTRPLPKLPNQHPMNPE), named 
M2:153-171, was purchased from Sigma and 
immobilized onto a Sensor chip SA to ~140 RU. 
Serial dilutions of the SH2 and SH3 proteins 
were prepared in HBS-EP and injected at 5-10 
µl/min for 1 to 3 min through peptide and control 
blank cells. Dissociation was in running buffer 
and regeneration when required was achieved 
with a pulse injection of 1 M NaCl/HBS-EP. 
Bound protein was the difference between signal 
in peptide and in the control cells (see 
sensorgrams in Fig. S2B and Fig.S3B). The 
equilibrium dissociation constant, KD, was 
determined by non-linear fitting of the data using 
a 1:1 Langmuir isotherm. 
Immunofluorescence – Transfected A20 B-cells 
were added to Poly-L-Lysine coated coverslips 
(BD Biosciences), incubated for 30 min at room 
temperature and processed for 
immunofluorescence. SYF cells were grown on 
coverslips and transfected for 48h before 
fixation. Cells were fixed with 4% 
paraformaldehyde/PBS for 20 min at room 
temperature and permeabilized for 10 min in 
0.2% Triton X-100/PBS. Samples were stained 
for pY174Vav1 or Fyn by incubation for 1h at 
room temperature with primary antibodies 
followed by detection with species specific 
antibodies conjugated with Alexa-fluor 594 and 
647 (Molecular Probes). Filamentous (F)-actin 
was stained with TRITC-phalloidin (Sigma) and 
DNA was detected with DAPI (Invitrogen). PBS 
washes were performed between all steps. 
Coverslips were mounted in Mowiol (Fluka). 
Images were collected with a LSM 510 META, 
Zeiss confocal microscope and LSM 510 
software and processed with Image J. 
 
RESULTS 
Identification of proteins interacting with 
tyrosine phosphorylated M2 – We have 
employed a proteomic approach to identify 
cellular binding partners of tyrosine 
phosphorylated M2. Biotinylated peptides 
encompassing pTyr120 or pTyrY129 (termed 
pY120 and pY129, respectively; Fig. 1A) [20] 
were used to pull-down proteins from Raji B-cell 
lysates. Peptide complexes were precipitated 
with streptavidin beads, resolved by SDS-PAGE 
and stained with SYPRO Ruby (Fig. 1B). 
Proteins that associated specifically with the 
peptides but not with beads alone were identified 
by MS. Vav1 was identified in lanes 2 and 4 
(Fig. 1B, Table 1), confirming the interaction 
with pY120 [20]. Similarly, the adaptor protein 
NCK1 and Lyn were exclusively found in pY120 
precipitates (Fig. 1B, Table 1). The association 
of a Src-family kinase with pY120 is not 
unexpected, since we have shown before that 
Fyn also binds to this peptide [20]. The PI3K 
regulatory alpha subunit (p85α) precipitated in 
equivalent amounts with both pY120 and pY129 
(Fig. 1B, lanes 2, 3 and 4; Table 1). PLCγ2, the 
tyrosine-protein phosphatase SHP2, and the focal 
adhesion kinase FAK2, were identified in pY129 
precipitates only (Fig. 1B, lane 3; Table 1). 
Tubulin and actin were found to associate with 
pY120 or both peptides, respectively (Fig. 1B, 
lanes 3 and 4; Table 1), which could be due to an 
unspecific association with beads or to the 
presence of cytoskeleton interacting proteins in 
the precipitates. Similar pull-down experiments 
were performed using COS1 cell lysates (Fig. 
S1A). In this case, we identified NCK1, two 
ubiquitous Src-family kinases, Fyn and Yes, and 
the catalytic subunit of PI3K, PK3CB, in pY120 
precipitates whereas PLCγ1, a non-
hematopoietic isoform of PLCγ2, and SHP2 
were found in association with pY129 (Fig. 1SA 
and B). Vav1 was not detected in these 
experiments since its expression is restricted to 
hematopoietic cells [3, 4]. All proteins identified 
here, with the exception of Vav1 and Src-family 
kinases, are previously unknown targets of M2. 
Binding of M2 to SH2 domains – Apart from 
FAK2, PK3CB and the cytoskeleton proteins, 
proteins found in pY120 and pY129 precipitates 
contain one or two SH2 domains and, with the 
sole exception of the SHP2, at least one SH3 
domain (Fig 2A). The SH2 domains of Vav1 and 
Fyn bind to pY120 [20]. Therefore we next 
assessed if the cellular proteins identified here 
also interacted directly with the M2 
phosphomotifs via their SH2 domains. The M2 
phosphopeptides were used to pull-down 
individual SH2 domains expressed as GST 
fusion proteins in bacteria. As a comparison, the 
GST-SH2 domains of Vav1 and Fyn were 
included in these analyses. Binding of GST alone 
or GST-SH2 proteins to each peptide was 
assessed by Western blot using an anti-GST 
antibody. All GST-SH2 proteins, but not the 
non-chimeric GST protein, bound with varying 
strengths to at least one of the phosphopeptides 
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(Fig. 2B, first and second panel from the top). 
The differences in specificity were a reflection of 
distinct selectivity given the similar amounts 
fusion proteins used in each pull-down (Fig. 2B, 
bottom panel). Thus the M2 phosphomotifs bind 
directly the SH2 domains of the proteins 
identified here. To explore further the global 
SH2-binding properties of the phosphopeptides, 
we conducted binding analyses using SPR. The 
SH2 domains with weaker association in the 
pull-down experiments are likely to contribute 
less to the interaction of the full-length proteins 
with the phosphomotifs and were excluded from 
these analyses (Fig. 2B, top panels, lanes 2, 4 
and 7). M2 phosphopeptides were immobilized 
on a streptavidin chip and binding to each SH2 
domain was probed at a range of concentrations. 
In parallel, the signal from a control blank 
channel in the same chip was measured and 
subtracted to that of each peptide channel to give 
bound protein. Binding data was characteristic of 
interactions with rapid kinetics (Fig. S2B) and 
enabled determination of the KD by non-linear 
fitting of binding values at equilibrium (Fig. 2C 
and listed in Table 2). The SH2 domains of 
Vav1, NCK1 and Src-family kinases Fyn and 
Lyn, bound preferentially to pY120 with strong 
to moderate affinity (118 nM to ~5 µM) and 
much more weakly to pY129 (1 to 17 µM). 
These results explain why at lower protein 
concentrations such as those in cell extracts, we 
only detected association of the full-length 
proteins with pY120 (Fig. 1B). The C-terminal 
SH2 domain of p85α bound with equivalent 
affinity (~2 µM) to both phosphopeptides and 
the N-terminal SH2 domain of SHP2 bound 
weakly (12.279 µM) to pY129 and nearly 
undetectably to pY120 (Fig. 2SB). These results 
are in agreement with pull-down data from Fig. 
1B. The C-terminal SH2 domain of PLCγ2 
bound strongly (179 nM) to pY129 and 
surprisingly, with a similar albeit slightly lower 
affinity to pY120 (252 nM). 
M2 assembles multi-protein complexes in B-
cells – We next conducted immunoprecipitation 
experiments to assess if M2 associated with 
PLCγ2, p85α, SHP2, and NCK1 in B-cells and 
to determine which M2 motifs would be 
involved in the interactions. Myc-tagged wild-
type M2 or mutant proteins in which both or 
either of Tyr120 and Tyr129 were mutated to 
phenylalanine (M2Y or Y120F and Y129F 
mutants) were transiently expressed in A20 B-
cells. We included in our analysis M2P2, a M2 
mutant protein that has the C-terminal PRR 
disrupted and binds poorly to Vav1 [21]. PLCγ2, 
p85α, SHP2 or NCK1 were immunoprecipitated 
from total cellular lysates and co-
immunoprecipitation of M2 proteins was 
assessed by anti-Myc immunoblots. Wild type 
and Y129F proteins associated in equivalent 
amounts with all immunoprecipitated proteins 
(Fig. 3A-D, top panels, lanes 2 and 5). This 
association was dramatically reduced in the case 
of M2Y and M2P2 (Fig. 3A-D, top panels, lanes 
3 and 6). Disruption of Y120 had no effect on 
binding of M2 to PLCγ2 but greatly diminished 
the interaction of the viral protein with the other 
cellular targets (Fig. 3A-D, top panels, lane 4). 
M2 interacts individually with Fyn and Vav1 
as well as assembling a trimolecular complex 
with both proteins that leads to the tyrosine 
phosphorylation and activation of Vav1 [21]. To 
determine if M2 formed multi-protein complexes 
with the proteins identified here, PLCγ2 
immunoprecipitates were probed for the presence 
of the other M2 cellular targets. In the presence 
of wild type or the Y129F protein, NCK1, Fyn, 
p85α and Vav1 co-immunoprecipitated with 
PLCγ2 (Fig. 3A, top panels, lanes 2 and 5). 
SHP2 was not detected in these precipitates 
suggesting that this phosphatase is excluded 
from these specific M2-complexes. In parallel 
anti-pTyr immunoblots, we examined the 
phosphorylation status of proteins in all of the 
above immunoprecipitates. While 
phosphorylation of p85, NCK1 and SHP2 was 
undetectable in all experimental conditions (data 
not shown), PLCγ2 was consistently 
phosphorylated upon expression of wild type M2 
(Fig. 3A, top panel, lane 2). As described before 
[20], wild type and Y129F M2 proteins, and co-
immunoprecipitated Vav1 were all tyrosine 
phosphorylated (Fig. 3A, second panel from top, 
lanes 2 and 5). These results show that M2 
assembles a range of complexes with PLCγ2, 
p85α, NCK1, Vav1, STKs and SHP2 in B-cells. 
The Y120 phosphomotif is required for the 
formation of M2-complexes containing Vav1, 
Fyn, NCK1 and p85a, and to drive M2-
dependent phosphorylation of Vav1. In contrast, 
either pTyr motif is sufficient to allow 
association of M2 with PLCγ2, but both motifs 
are essential to drive phosphorylation of PLCγ2. 
The M2P2 mutant had lower levels of 
association with the proteins analyzed here and 
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failed to assemble multi-protein complexes. The 
lower levels of tyrosine phosphorylation of 
M2P2 in A20 B-cells [20] may render it 
defective in binding to SH2 domains. 
Alternatively, efficient association of M2 with 
these proteins may require binding via their SH3 
domains (depicted in Fig. 2A) as in the case of 
the M2-Vav1 interaction [21]. To distinguish 
between these possibilities we assessed if M2 
directly interacts with SH3 domains of the 
cellular targets identified here. GST or GST-M2 
were used to pull-down His-tagged SH3 domains 
of PLCγ2, p85α and NCK1 (domains 1, 2 and 3). 
Anti-His immunoblots revealed specific binding 
of GST-M2 to Vav1 C-SH3 (Fig. 4A and B; top 
panel, lane 2). The SH3 domains of PLCγ2, 
p85α and NCK1 however failed to bind to M2 
(Fig. 4A and B; top panel, lanes 3 to 6 and 3 to 8, 
respectively). Therefore, unlike Vav1, Fyn and 
Lyn, which bind to M2 via SH3 and SH2 
domains, direct binding of PLCγ2, p85α, NCK1 
and SHP2 to M2 is solely mediated by pTyr-
SH2- interactions. The lower phosphorylation of 
M2P2 is thus the likely cause of its decreased 
interaction with the latter proteins in vivo. 
Juxtamembrane localization of M2 depends 
on the C-terminal PRR - SH3 binding motif and 
Scr-family kinase expression – M2 localizes both 
to the nucleus and juxtamembrane actin-rich 
areas of the cytoplasm in fibroblasts, and 
predominantly in the sub-membranar areas in B-
cells [16, 18, 21]. To investigate if the SH3 and 
SH2 binding sites of M2 had a role in 
determining its sub-cellular localization we 
conducted immunofluorescence experiments in 
A20 B-cells transiently expressing eGFP-tagged 
wild type or mutant M2 proteins (Fig. 5A). 
Immunoblot analysis of cell lysates revealed that 
all eGFP-M2 proteins expressed in equivalent 
amounts and that wild type M2 and Y129F 
proteins drove phosphorylation of Vav1 (Fig. 
5B). Thus, the eGFP tag did not interfere with 
M2 function. Wild type M2 was found to 
predominantly co-localize with actin near the 
plasma membrane (~90% of transfected cells, 
Fig. 5A, top panels, and C), and to a much lesser 
extent in the nucleus. The tyrosine mutants had a 
similar distribution to the wild type protein (Fig. 
5A, three middle panels, and C). The M2P2 
protein however seldom localized near the 
plasma membrane (less than 5% of transfected 
cells, Fig. 5C) and was mainly found in the 
nucleus (Fig. 5A, lower panels). As expected, 
both wild-type M2 and the Y129F promoted co-
localization and phosphorylation of Vav1 (Fig 
5B). In an additional experiment, we investigated 
the localization of wild type M2 in A20B cells 
that had been pre-treated with PP2, a Src-family 
kinase inhibitor or as a control, PP3, its inactive 
homologue. We found that PP2, but not PP3, 
inhibited the phosphorylation of M2, but had no 
effect on its subcellular localization (Fig. 5E and 
F). Thus, the juxtamembranar localization of M2 
is independent of Src-family tyrosine kinase 
activity or phosphorylation of M2. In contrast, 
the C-terminal PRR is required to concentrate 
M2 near the plasma membrane possibly by 
mediating binding to a SH3-containing protein.  
Immunoprecipitation experiments have 
shown that the M2 C-terminal PRR modulates 
the interaction of M2 with Fyn [21]. Despite this 
information, evidence of direct binding of this 
region of M2 to the SH3 domains of Src-family 
kinases is lacking. Using SPR analyses, we 
found that a synthetic peptide comprising the C-
terminal PRR of M2 bound the SH3 domains of 
Fyn and Lyn, presenting a higher affinity for the 
SH3 domain of Lyn (Fig. 6A). Interestingly, the 
affinity values obtained are strikingly close to 
those observed between the SH3 domains of 
these kinases and proline rich peptides derived 
from the cytoplasmic tails of K15, Tip and Tio, 
both transmembrane signaling proteins encoded 
by simian gammaherpesvirus [1, 19, 24]. Given 
this result and the known fact that Src-family 
kinases localize in actin-rich membrane ruffles 
[22] we hypothesised that Fyn or Lyn could be 
recruiting M2 to the plasma membrane. To 
address this issue, we investigated the 
localization of M2 proteins in SYF fibroblasts, 
which lack Src, Yes and Fyn, the ubiquitously 
expressed Src-kinases [11]. We found that wild-
type M2, M2Y and M2P2 proteins localized 
overwhelmingly in the nucleus of SYF cells (Fig. 
6B). Upon co-expression with Fyn, wild type M2 
and M2Y localized in the nucleus and in 
membrane ruffles whereas the M2P2 protein 
remained exclusively nuclear (Fig. 6B). Thus, 
Src-family kinases are required for the 
juxtamembrane localization of M2 possibly by 
directly recruiting the viral protein. 
 
DISCUSSION 
We have shown before that M2 is 
phosphorylated in tyrosine residues 120 and 129 
and the motif containing pTyr120 to be a 
docking site for the SH2 domains of Vav1 and 
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Fyn [20, 21]. Here we expanded the set of 
binding partners of phosphorylated M2 and show 
that the motif encompassing pTyr129 also targets 
SH2 domains. By screening the cellular proteins 
associating with pY120 and pY129 
phosphopeptides by MS, we identified new 
interactions between M2 and PLCγ2, p85α, 
adaptor protein NCK1 and the SHP2 
phosphatase. Each phosphomotif of M2 is shown 
to constitute a specific, independent interaction 
region for the different full-length proteins. The 
pTyr120 motif interacted with Fyn, Lyn, Vav1, 
and NCK1, the pTyr129 motif associated with 
PLCγ2 and SHP2, and both motifs interacted 
equally with p85α. Because the B-cell lysates 
contain the effective physiological 
concentrations of the proteins, this binding 
pattern is likely to reflect the occupancy of the 
two phosphomotifs in cells, assuming that both 
residues are equally phosphorylated. Direct 
association of the cellular proteins with the M2 
phosphomotifs was mediated by SH2 domains. 
The binding affinities of the individual SH2 
domains for each phosphomotif varied from 
~100 nM (strong binding) to ~17 µM (weak 
binding), which is within the affinity range of 
100 nM to 10 µM described for SH2-pTyr 
interactions [12]. Direct binding analyses also 
revealed additional overlapping specificities 
between the M2phosphomotifs. This is the case 
of the SH2 domains of Fyn, Lyn, Vav1 and 
NCK1 that bound both phosphomotifs despite 
having a 3 to 9 times greater affinity for the 
pY120. Within the subset of proteins containing 
dual SH2 domains, our results indicate that the 
C-terminal SH2 domains of PLCγ2 and p85α 
and the N-terminal SH2 domain of SHP2 
mediate direct association of the full-length 
proteins with M2 phosphosites. Given that 
PLCγ2 associated abundantly and exclusively 
with pY129, we were surprised that its C-
terminal SH2 domain bound tightly to both 
phosphopeptides. It is possible that association 
of PLCγ2 with pY129 was enhanced by indirect 
interactions or that in the context of the full-
length protein the affinity of its C-terminal SH2 
domain for pY129 is higher than that of the 
isolated domain. Consistent with this idea, 
previous results have shown that Vav1 and PLCγ 
family members can interact physically and 
functionally in lymphoid cells [5]. All other 
binding affinities correlated with the specificity 
of the full-length proteins for M2 
phosphopeptides. 
We failed to detect Syk, a key kinase in 
ITAM signaling, in association with M2 
phosphopeptides or immunoprecipitates, or to 
detect Syk phosphorylation upon expression of 
M2 in A20 B-cells (data not shown). Thus, 
despite targeting several members of the BCR 
activation pathway, the complete set of proteins 
recruited by phosphoM2 differs from that of the 
BCR or the K1 signaling cascade. 
In vivo, the single Y to F M2 mutants have 
different levels of phosphorylation. While 
mutation of Y120 greatly diminishes 
phosphorylation of M2, disruption of Y129 has 
little effect on the overall phosphorylation of the 
protein [20]. Thus, we concluded that Y120 was 
the main contributor of phosphorylated M2. The 
present results indicate, however, that Y129 is 
also phosphorylated in B-cells and that, when 
phosphorylated, it works as an effective SH2-
docking site. This is corroborated by the 
interaction of M2 with PLCγ2 that can be 
mediated by this motif. Given the strong affinity 
of PLCγ2 for pY129, this binding may still occur 
at low levels of phosphorylation, i.e. at lower 
concentrations of the pTyr129. Importantly, both 
M2 phosphomotifs are required to induce 
tyrosine phosphorylation of PLCγ2. By analogy 
to the M2/Fyn/Vav1 complex that drives Vav1 
phosphorylation, M2 may also act as an adaptor 
towards PLCγ2, bringing it into the vicinity of a 
tyrosine kinase, and promoting its 
phosphorylation. In this scenario, pTyr129 
would be a likely anchoring site for PLCγ2 
whereas pTyr120 could bind Fyn or Lyn that 
would phosphorylate the cellular protein (see 
schematic diagram of M2 complexes in Fig. 7,). 
It will be interesting to assess the level of 
phosphorylation of Y120 and Y129 in the 
context of the wild type M2, using MS or 
phosphospecific antibodies. Differences may 
exist or other mechanisms such as sequential 
phosphorylation of the two residues with Y129 
phosphorylation requiring prior phosphorylation 
of Y120, could be revealed. 
Vav1 activation, namely in BCR signaling, 
leads to stimulation of the Rac1 GTPase that, 
when in the active, GTP-bound state, triggers 
cytoskeletal change by engaging the WASP and 
Arp/3 complex [8]. Consistent with activation of 
Vav1 by M2, M2 expression induces actin 
ruffles in a fibroblastic cell line [21]. 
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Interestingly, the adaptor NCK1, a key protein 
involved in the modulation of F-actin, also 
associated with M2, an interaction mediated 
mainly by the pTyr120 motif. In T-cell 
activation, NCK1 recruits WASP to the plasma 
membrane while Vav1 activates it, leading to 
actin polymerization [2]. By recruiting NCK1 
and activating Vav1, M2 may promote actin 
polymerization. F-actin reorganization occurs 
after BCR stimulation and is required to regulate 
B-cell activation and aid the formation of a B-
cell/CD4
+
 T-cell immune synapse that leads to 
full activation of B-cells and their entry in GC 
reactions [8]. 
The C-terminal PRR of M2 plays several 
crucial roles in M2 signaling. Firstly it mediates 
robust association with Vav1, a main target of 
M2 in several ectopic expression systems [20, 
21]. Secondly, it is required for the tyrosine 
phosphorylation of M2 and as shown here, to 
create additional docking sites on the viral 
protein. Here, this region of M2 is also shown to 
bind directly and with strong affinity, within the 
known affinity range of SH3 domains for proline 
rich regions[15], to the SH3 domains of Fyn and 
Lyn. The data presented also shows that both C-
terminal PRR and Src-family kinase expression 
are required to concentrate M2 near the plasma 
membrane. Taken together, these results support 
a model in which direct association of M2 with 
Src-family kinases via a C-terminal PRR-SH3 
interaction would recruit M2 to the plasma 
membrane and lead to its phosphorylation by the 
kinase (Fig. 7). Because M2 localization in B-
cells is independent of Src-family kinase activity, 
it is likely that the kinase is directly recruiting 
M2 rather than indirectly affecting M2 
localization through phosphorylation of a bridge 
protein or modulation of the actin cytoskeleton. 
Upon phosphorylation, M2 can form a wider 
range of complexes with its cellular targets 
(Fig.7), a process that is likely regulated by the 
level of phosphorylation of M2 tyrosine residues, 
the local concentration and conformation of the 
cellular partners, and the affinity of their SH2 
and SH3 domains for the M2 motifs.  
Gammaherpesviruses proteins that modulate 
B-cell signaling are the LMP1, LMP2A encoded 
by EBV and the K1 and K15 encoded by KSHV 
[7]. These constitutively active transmembrane 
proteins assemble signaling complexes through 
pTyr-SH2 interactions, and in the case of K1 and 
LMP2A through ITAMs. The M2 sequence 
encompassing Tyr 120 and Tyr 129 does not 
form a consensus ITAM (Fig. 1A). However, 
there are similarities such as the close proximity 
between the tyrosine residues and near identity 
of the Tyr129 motif (Y
129
IQP) to the second 
motif of the K1 ITAM (YTQP) [14]. Therefore, 
we propose that M2 encoded by MuHV-4 is a 
functional homologue of LMPs, K1 and K15, but 
contrary to the latter proteins it is a soluble 
cytoplasmic protein with a juxtamembranar 
localization that recruits SH2-containing cellular 




































1.  Albrecht, J. C., Friedrich, U., Kardinal, C., Koehn, J., Fleckenstein, B., Feller, S. M., and 
Biesinger, B. (1999). J Virol 73, 4631-9 
2.  Barda-Saad, M., Shirasu, N., Pauker, M. H., Hassan, N., Perl, O., Balbo, A., Yamaguchi, H., 
Houtman, J. C., Appella, E., Schuck, P., and Samelson, L. E. Embo J 29, 2315-28 
3.  Bustelo, X. R. (2000). Mol Cell Biol 20, 1461-77 
4.  Bustelo, X. R., Rubin, S. D., Suen, K. L., Carrasco, D., and Barbacid, M. (1993). Cell Growth 
Differ 4, 297-308 
5.  Caloca, M. J., Zugaza, J. L., and Bustelo, X. R. (2008). J Biol Chem 283, 36454-64 
6.  Dal Porto, J. M., Gauld, S. B., Merrell, K. T., Mills, D., Pugh-Bernard, A. E., and Cambier, J. 
(2004). Mol Immunol 41, 599-613 
7.  Damania, B. (2004). Nat Rev Microbiol 2, 656-68 
8.  Harwood, N. E., and Batista, F. D. (2010). Annu Rev Immunol 28, 185-210 
9.  Herskowitz, J. H., Siegel, A. M., Jacoby, M. A., and Speck, S. H. (2008). J Virol 82, 3295-310 
10.  Jacoby, M. A., Virgin, H. W. t., and Speck, S. H. (2002). J Virol 76, 1790-801. 
11.  Klinghoffer, R. A., Sachsenmaier, C., Cooper, J. A., and Soriano, P. (1999). Embo J 18, 2459-
71 
12.  Ladbury, J. E., Lemmon, M. A., Zhou, M., Green, J., Botfield, M. C., and Schlessinger, J. 
(1995). Proc Natl Acad Sci U S A 92, 3199-203 
13.  Lee, B. S., Lee, S. H., Feng, P., Chang, H., Cho, N. H., and Jung, J. U. (2005). J Virol 79, 
12173-84 
14.  Lee, H., Guo, J., Li, M., Choi, J. K., DeMaria, M., Rosenzweig, M., and Jung, J. U. (1998). Mol 
Cell Biol 18, 5219-28 
15.  Li, S. S. (2005). Biochem J 390, 641-53 
16.  Liang, X., Shin, Y. C., Means, R. E., and Jung, J. U. (2004). J Virol 78, 12416-27 
17.  Lopez-Lago, M., Lee, H., Cruz, C., Movilla, N., and Bustelo, X. R. (2000). Mol Cell Biol 20, 
1678-91 
18.  Macrae, A. I., Usherwood, E. J., Husain, S. M., Flano, E., Kim, I. J., Woodland, D. L., Nash, A. 
A., Blackman, M. A., Sample, J. T., and Stewart, J. P. (2003). J Virol 77, 9700-9. 
19.  Pietrek, M., Brinkmann, M. M., Glowacka, I., Enlund, A., Havemeier, A., Dittrich-Breiholz, 
O., Kracht, M., Lewitzky, M., Saksela, K., Feller, S. M., and Schulz, T. F. J Virol 84, 8231-40 
20.  Pires de Miranda, M., Alenquer, M., Marques, S., Rodrigues, L., Lopes, F., Bustelo, X. R., and 
Simas, J. P. (2008). PLoS ONE 3, e1654 
21.  Rodrigues, L., Pires de Miranda, M., Caloca, M. J., Bustelo, X. R., and Simas, J. P. (2006). J 
Virol 80, 6123-35. 
22.  Sandilands, E., Brunton, V. G., and Frame, M. C. (2007). J Cell Sci 120, 2555-64 
23.  Scheich, C., Kummel, D., Soumailakakis, D., Heinemann, U., and Bussow, K. (2007). Nucleic 
Acids Res 35, e43 
24.  Schweimer, K., Hoffmann, S., Bauer, F., Friedrich, U., Kardinal, C., Feller, S. M., Biesinger, 
B., and Sticht, H. (2002). Biochemistry 41, 5120-30 
25.  Siegel, A. M., Herskowitz, J. H., and Speck, S. H. (2008). PLoS Pathog 4, e1000039 
26.  Simas, J. P., Marques, S., Bridgeman, A., Efstathiou, S., and Adler, H. (2004). J Gen Virol 85, 
2789-97. 
27.  Songyang, Z., Shoelson, S. E., McGlade, J., Olivier, P., Pawson, T., Bustelo, X. R., Barbacid, 
M., Sabe, H., Hanafusa, H., Yi, T., and et al. (1994). Mol Cell Biol 14, 2777-85 
28.  Virgin, H. W. t., Latreille, P., Wamsley, P., Hallsworth, K., Weck, K. E., Dal Canto, A. J., and 










M.P.M. and F.B.L. contributed equally to this work.  
Research in J.P.S.’s lab was supported by a grant from the Portuguese Fundação para a Ciência e 
Tecnologia (PTDC/SAU-MII/099314/2008). Work at X.R.B.’s lab is supported by grants from the 
Spanish Association Against Cancer and the Spanish Ministry of Economy and Competitiveness 
(SAF2009-07172 and RD06/0020/0001). Spanish funding is co-sponsored by the European FEDER 
program. The SRP experiments performed at ITQB used equipment acquired with a grant from the 
National Programme for Scientific Hardware Renewal (PNRC/692/BIO/2264/2005) from the 
Fundação para a Ciência e Tecnologia. M.P.M and F.B.L. were recipients of fellowships from the 
Fundação para a Ciência e Tecnologia, Portugal. The authors declare no competing financial interests. 
 
Abbreviations used are: SH (Src-homology); MuHV-4, murid herpes virus 4; ITAM, immunoreceptor 
tyrosine activation motif; EBV, Epstein-Bar virus; KSHV, Kaposi’s sarcoma herpes virus; GC, 
germinal centre; BCR, B-cell receptor; LMP, latent membrane protein; PLCγ2, phospholipase Cγ2; 
PRR, proline rich region; pTyr, phosphotyrosine; SPR, surface plasmon resonance; SHP2, tyrosine-
protein phosphatase non-receptor 11; FAK2, Focal adhesion kinase; WASP, Wiskott-Aldrich 
syndrome protein; Arp2/3, actin-related protein 2/3. 
Submitted to JBC                                                              Interaction of M2 with SH2 and SH3 domains 
 
11 
TABLE 1. Identification of proteins that interacted with M2 tyrosine phosphorylated peptides. Bands 
indicated in Fig. 1 were excised from the gel digested with trypsin and identified by MALDI TOF 
mass spectrometry. The maximum score corresponds to -10*Log(P) in which P is the probability of 
having a random result. Score values greater than 54 are considered significant (p<0.05). 









pY120 2 Vav1 P15498 99 87 
  p85α P27986 83 86 
  NCK1 P16333 43 216 
pY129 3 PLCγ2 P16885 149 126 (a) and 122 (b) 
  PLCγ2 and FAK2 P16885 and 
Q14289 
149 and 117 203 
  p85α P27986 83 108 
  SHP2 Q06124 68 254 
  β− and γ−Actin  P60709 and 
P63261 
 
42 and 42 122 
pY120 4 Vav1 P15498 99 - 
  p85α P27986 83 184 
  Lyn P07948 58 215 
  β−Tubulin  P07437 50 72 
  NCK1 P16333 43 173 
  β− and γ−Actin P60709 and 
P63261 
42 and 42 229 
 
 
TABLE 2. Affinity of SH2 domains for M2 tyrosine phosphorylated peptides. 
n.d., not determined; N, N-terminal SH2 domain; C, C-terminal SH2 domain; n, number of 
experiments performed 








range  N 
Fyn 0.118 0.113 – 0.123 3 1.084 1.056- 1.112 2 
PLCγ2 C 0.252 0.232 – 0.273 2 0.179 0.165 – 0.192 2 
Lyn 0.796 0.627 – 0.911 3 3.821 - 1 
NCK1 0.887 0.782 – 0.981 4 6.048 5.140 – 6.555 3 
p85α C 2.471 2.464 – 2.477 2 2.663 2.438 – 2.887 2 
Vav1 5.412 4.950 – 6.838 4 17.166 15.565- 18.829 3 
SHP2 N n.d. n.d. 2 12.279 12.164 – 12.394 2 
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FIGURE 1. A, Schematic diagram of the M2 protein depicting Y120 and Y129 and the position of the 
C-terminal proline rich region (PRR). The sequence containing Y120 and Y129 differs from the 
consensus ITAM sequence (YxxL/I-x6-8-YxxL/I, where x denotes any amino acid). Biotinylated, 
phosphotyrosine peptides matching the sequence of M2 between residues 114 and 126 (pY120) or 
between residues 123 and 135 (pY129) are shown. Tyrosine and pTyr residues are highlighted in 
bold. Residues at positions +1 to +3 relative to each tyrosine or phosphotyrosine that influence SH2-
binding specificity are underlined. B, SYPRO Ruby-stained SDS-PAGE reducing gel depicting 
proteins that interacted with M2 phosphopeptides. Cell lysates from Raji B-cells were incubated with 
pY120 or pY129. Complexes were recovered with streptavidin-coupled agarose beads, proteins 
resolved by SDS-PAGE and stained with SYPRO Ruby. As a negative control, lysates were also 
incubated with beads alone (lane 1). Molecular weight markers are depicted on the right in kDa. 
Arrows on the left side of the lanes indicate bands identified by MALDI-TOF. Asterisks denote bands 
for which no significant identity was obtained. In lane 3, PLCγ2 was identified in three bands denoted 
as a, b and c. See Table 1 for details on identification of bands in lanes 2-4. PD, pull-down. 
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FIGURE 2. SH2 domains bind each of the M2 phosphomotifs with different affinities. A, Schematic 
diagram of SH2 -containing proteins identified by MS. Grey rectangles represent SH2 domains; dark 
grey ellipses represent SH3 domains. Other represented domains are: PH, pleckstrin homology; EF, 
Elongation Factor-hand; C2, phospholipid binding; X and Y, PLCγ2 catalytic domains; PH/, bipartite 
PH; CH, calponin homology; GEF (guanidine exchange factor) catalytic domain of Vav1; ZF, zinc 
finger; BH, break point homology; p110BD, p110 binding domain. B, Pull-down of GST or GST-SH2 
fusion proteins with pY120 (top panel) or pY129 (middle panel). GST-fusion proteins were incubated 
with the biotinylated peptides, and the peptide complexes captured with streptavidin sepharose beads. 
Precipitaded proteins were detected by anti-GST immunoblotting. An aliquot of the purified 
recombinant proteins was also analysed by Western blot to demonstrate that similar amounts of each 
protein were used in the pull-downs (bottom panel). Position of molecular size markers is indicated on 
the left of the panels in kDa. C, Binding affinity of SH2 domains for M2 phosphomotifs as determined 
by SPR. The indicated SH2 domains were injected over empty flow cells or cells containing 
immobilized pY120 or pY129. At each concentration, bound protein was the difference between the 
response at equilibrium between the peptide and empty flow cells. The equilibrium dissociation 
constant, KD, was calculated by non-linear fitting of the equilibrium binding data. With the exception 
of the Lyn SH2-pY129 interaction, data is representative of at least two independent experiments. PD, 
pull-down; WB, Western blot; N, N-terminal SH2 domain; C, C-terminal SH2 domain. 
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FIGURE 3. M2 assembles multiple signalling complexes in B-cells. A20 B-cells transiently 
expressing WT or the indicated M2 mutant proteins were lysed and the cleared lysates incubated with 
an anti- PLCγ2 (A), anti-p85α (B), anti-NCK1 (C) and anti-SHP2 (D) antibodies. Immunoprecipitates 
(top panels) were analysed by Western blotting with specific antibodies against Vav1, NCK1, Fyn, 
p85α, PLCγ2, SHP2, or pTyr and an anti-Myc antibody was used to detect M2 proteins (top panels). 
Anti-Myc immunoblots were performed in an aliquot of the total cellular lysates to confirm ectopic 
expression of M2 proteins (bottom panels). Tyrosine phosphorylated PLCγ2, Vav1 and M2 are 
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FIGURE 4. The SH3 domains of PLCγ2, p85α and NCK1 do not bind M2. GST and GST-M2 were 
used to pull-down purified His-tagged SH3 domains of (A) PLCγ2 and p85α or (B) domains 1 (D1), 2 
(D2) and 3 (D3) of NCK1. The C-terminal SH3 domain of Vav1 was included in these experiments as 
a positive control. Bound His-SH3 domains were detected by anti-His Western blots (upper panel) 
and Ponceau staining revealed levels of GST and GST-M2 in each precipitate (second panel from 
top). An aliquot of each purified His-tagged protein was analysed by anti-His immunoblot to show 
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FIGURE 5. The C-terminal SH3 binding motif of M2 determines juxtamembrane localization in B-
cells. A, A20 B-cells expressing eGFP tagged wild type or M2 mutant proteins. F-actin was stained 
with TRITC–phalloidin and active Vav1 was detected with an anti-pY174 Vav1 antibody and an 
Alexa fluor 647-conjugated secondary antibody. B, Western blot analysis of A20 B-cell lysates 
expressing the indicated proteins. eGFP and eGFP-tagged M2 proteins were detected with an anti-
GFP antibody, total Vav1 was detected with anti-Vav1 and active Vav1 was detected with anti- 
pY174Vav1. C, Quantification of cells with juxtamembrane localization of M2 proteins. Bars 
represent the mean percentage of transfected cells where wild type or M2 mutant proteins localized 
near the plasma membrane. Error bars represent the standard deviation of the mean of three 
independent experiments. In each experiment 100 transfected cells/condition were scored for 
juxtamembrane localization of M2. D, Localization of eGFP tagged wild type M2 in A20 B-cells 
incubated for 30 min at 37 °C with 20 µM of Src-family kinase inhibitor PP2 or its inactive analogue, 
PP3. F-actin was stained with TRITC–phalloidin and tyrosine phosphorylation was detected with an 
Alexa 647-conjugated anti-pTyr antibody. E, Western blot analysis of M2 phosphorylation in A20 B-
cells treated with PP2 and PP3 as in D. Cells were lysed and the cleared lysates subjected to 
immunoprecipitation with an anti- pTyr antibody. An anti-M2 antibody was used to detect eGFP-M2 
in the immunoprecipitates (top panel) or in aliquot of the total cellular lysates (bottom panel). pM2 
denotes tyrosine phosphorylated M2. IP, immunoprecipitation; TCL, total cellular lysates. 
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FIGURE 6. Localization of M2 to membrane ruffles is dependent on the expression of Src-family 
tyrosine kinases. A, The C-terminal PRR region of M2 binds directly to the SH3 domains of Lyn and 
Fyn with distinct affinities. The SH3 domains of Fyn and Lyn were passed at a range of 
concentrations over immobilized M2:153-171 peptide or an empty control cell. Equilibrium binding 
values were plotted against analyte concentration and the KD determined by non-linear fitting of the 
data. Data is representative of two independent experiments. B, Localization of eGFP tagged-wild 
type M2, M2Y and M2P2 proteins transiently expressed in SYF cells. F-actin was detected with 
TRITC-phalloidin. C, SYF cells ectopically expressing HA-tagged Fyn and eGFP-M2 proteins. Fyn 
was detected with an anti-HA primary antibody followed by staining with an Alexa-594 conjugated 
secondary antibody. 
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FIGURE 7. Schematic model of M2 complexes at the plasma membrane. (1) M2 is recruited to the 
plasma membrane through an interaction of the C-terminal PRR with the SH3 domain of Src-family 
kinases such as Fyn and Lyn. This interaction leads to tyrosine phosphorylation of M2 thus creating 
SH2 binding sites. (2) M2 translocates Vav1 and PLCγ2 to the membrane and drives their tyrosine 
phosphorylation by bringing them into the vicinity of a Src-family kinase. Complexes require 
engagement of both SH3 and SH2 binding M2 binding motifs. (3) Assembly of other M2 complexes 
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Figure S1. Identification of proteins from COS1 cell extracts that precipitate with pY120 and pY129
peptides. A, Cleared lysates f rom COS1 f ibroblasts were incubated with biotinylated pY120 (lane 1) or
pY129 (lane 2) peptides. Complexes were precipitated with streptavidin conjugated beads and resolved by
reducing SDS-PAGE. Proteins were stained with Sypro Ruby and the indicated bands (arrows) were
excised from the gel and processed form mass spectrometry. Molecular weight markers are depicted on
the right in kDa. PD, pull-down. B, Identif ication of bands indicated by arrows in panel A using MALDI-
TOFF mass spectrometry. The maximum score corresponds to -10*Log(P) in which P is the probability of
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Figure S2. Biacore data showing binding of SH2 domains to pY120 and pY129 peptides. A,
Comassie blue stained SDS-PAGE gel of the purif ied SH2 domains. M, molecular weight markers. B,
Proteins were injected at 5-10 µl/min at the indicated concentrations (µM) through blank cells or cells with
imobilized pY120 (~30RU) or pY129 (~25RU). Experiments were conducted at 25 C. Depicted
sensorgrams are the difference between the signal obtained in the peptide and control cells. Injections
were performed in duplicate except where indicated by an asterisk. Except for the Lyn SH2:pY129 binding
data, data are representative of at least two independent experiments. Binding of SHP2 N-SH2 to pY120
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Figure S3. Biacore data showing binding of the SH3 domains of Lyn and Fyn to M2:153-171. A,
Comassie blue stained SDS-PAGE gel of the purif ied SH3 domains. M, molecular weight markers.B,
Proteins were injected at 10µl/min at the indicated concentrations (µM) through blank cells or cells with
imobilized M2:153-171 (~140RU). Experiments were conducted at 25 C. Depicted sensorgrams are the
difference between the signal obtained in the pepetide and control cells. Injections were performed in
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Assembly
Marta Pires de Miranda1,2., Marta Alenquer1,2., Sofia Marques1,2, Le´nia Rodrigues1,2, Filipa Lopes1,2,
Xose´ R. Bustelo3*, J. Pedro Simas1,2*
1 Instituto de Microbiologia e Instituto de Medicina Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal, 2 Instituto Gulbenkian de Cieˆncia, Oeiras,
Portugal, 3Centro de Investigacio´n del Ca´ncer and Instituto de Biologı´a Molecular y Celular del Ca´ncer, Consejo Superior de Investigaciones Cientı´ficas (CSIC), University
of Salamanca, Salamanca, Spain
Abstract
To establish latent infections in B-cells, gammaherpesviruses express proteins in the infected B-cells of the host that
spuriously activate signalling pathways located downstream of the B-cell receptor. One such protein is M2, a murine
gammaherpesvirus 68-encoded molecule that activates the Vav1/Rac1 pathway via the formation of trimolecular complexes
with Scr family members. Previous reports have shown that the formation of this heteromolecular complex involves
interactions between a proline rich region of M2 and the Vav1 and Fyn SH3 domains. Here, we show that the optimal
association of these proteins requires a second structural motif encompassing two tyrosine residues (Tyr120 and 129). These
residues are inducibly phosphorylated by Fyn in non-hematopoietic cells and constitutively phosphorylated in B-cells. We
also demonstrate that the phosphorylation of Tyr120 creates specific docking sites for the SH2 domains of both Vav1 and
Fyn, a condition sine qua non for the optimal association of these two signalling proteins in vivo. Interestingly, signaling
experiments indicate that the expression of M2 in B-cells promotes the tyrosine phosphorylation of Vav1 and additional
signaling proteins, a biological process that requires the integrity of both the M2 phosphotyrosine and proline rich region
motifs. By infecting mice with viruses mutated in the m2 locus, we show that the integrity of each of these two M2 docking
motifs is essential for the early steps of murine gammaherpesvirus-68 latency. Taken together, these results indicate that the
M2 phosphotyrosine motif and the previously described M2 proline rich region work in a concerted manner to manipulate
the signaling machinery of the host B-cell.
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Introduction
Gammaherpesviruses are amongst the most prevalent of human
pathogens owing to their ability to establish lifelong persistent
infections within their hosts [1]. Persistence is achieved through
the establishment of latent infection in conventional memory B
lymphocytes. To gain access to this cell type, gammaherpesviruses
have developed molecular mechanisms that promote B cell
activation in the absence of cognate antigen recognition [2].
Thus, host colonisation by gammaherpesvirus involves the
modulation of signalling pathways triggered upon B cell receptor
(BCR) activation. This strategy offers an obvious advantage to the
virus since infection is not dependent on rare encounters with
antigen specific naive B cells. In addition, virus driven proliferation
of germinal centre (GC) B cells facilitates the amplification of viral
episomes and the subsequent generation of a large pool of latent
genomes in long lived memory B cells [3]. Signalling from the
BCR complex is initiated when Src family kinases such as Fyn, Blk
and Lyn induce the phosphorylation of immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs (ITAMs) located in the Iga and Igb
cytoplasmic tails. Tyrosine-phosphorylated ITAMs then recruit
the cytoplasmic Syk protein tyrosine kinase, leading to its
membrane translocation and the subsequent trans-phosphoryla-
tion of important B-cell signalling proteins such as Vav1, Vav2,
phospholipase C-c2 (PLC-c2) and phosphatidylinositol-3 kinase
(PI3K). In turn, these molecules promote the generation of a wide
spectrum of intracellular signals and biological responses that are
essential for the antigenic responses of B lymphocytes [4].
Several gammaherpesvirus proteins have been shown to
modulate signal transduction pathways paralleled to those
activated by BCR recognition of cognate antigen [2]. One such
protein is latent membrane protein (LMP) 2A encoded by Epstein-
Barr virus. This transmembrane protein contains two ITAM-like
sequences that, upon phosphorylation, can interact with Lyn [5].
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Functionally, LMP2A has been shown to drive B cell development
in vivo [6], thus mimicking the presence of a functional BCR [7].
Another example is provided by the Kaposi’s sarcoma-associated
herpesvirus (KSHV) K1 protein. This transmembrane protein also
contains a functional ITAM that mediates interactions with a large
cohort of signalling proteins, including Syk, Lyn, Vav1, PLC-c2
and PI3K [8–11]. Although many studies have addressed the
function of these proteins [12], due to the restricted host range
tropism of the human gammaherpesviruses, their role in vivo has
not been fully demonstrated. Therefore, we still lack studies that
can correlate the biochemical and biological properties of these
viral proteins with the different biological aspects involved in the
pathogenesis of those viruses in their host cells.
A suitable model to circumvent this problem is the use of
murine gammaherpesvirus 68 (MHV-68), because this pathogen
can infect laboratory mice [13,14]. Despite this difference in
tropism, MHV-68 can establish long term latent infection in
memory B cells upon amplification of viral episomes in GC B cells
[15–19]. During the establishment of latency by MHV-68 a
selective number of viral-encoded proteins are expressed that are
predicted to orchestrate biological programs in the host B cell [20].
One of these proteins is M2, a 192 amino acid-long polypeptide
that bears no sequence similarity to any other known protein [21].
One of the functions of M2 is to induce the phosphorylation and
activation of Vav1 and Vav2 in a BCR-independent, but Src
family-dependent manner [22]. Vav1 and Vav2 work as
phosphorylation-dependent guanosine nucleotide exchange factors
(GEFs) for members of the Rho/Rac family [23], a group of
GTPases involved in the regulation of cytoskeletal, mitogenic, and
antigenic responses [24]. The activation of Vav proteins by M2
requires the formation of a trimeric complex between these two
proteins and the tyrosine kinase Fyn [22], a process mediated by
the recognition of a M2 proline rich region (PRR) by the SH3
domains of both Vav and Fyn proteins [22]. Interestingly, we have
previously shown that the formation of this complex results also in
the phosphorylation of M2 on a region that contains two tyrosine
residues (Tyr 120 and Tyr 129) [22]. These results suggested that
in addition to protein interaction events, the function of M2 could
be modulated by phosphorylation-based signals. However, they
could not exclude the possibility that this phosphorylation was a
bystander defect derived from the close physical proximity of M2
and Fyn in the heteromolecular complex.
To investigate the possible implication of phosphorylation-
dependent effects in the functional cycle of M2, we performed in
this work experiments aimed at identifying the specific residues
that were phosphorylated by Fyn on M2. In addition, we
investigated the functional capabilities of M2 mutant proteins
lacking different combinations of these two putative phosphory-
lation sites at the biochemical and signalling level. To obtain
additional information about the regulatory properties of M2 in
vivo, we also compared the pathogenicity of M2 mutant viruses
with disrupted phosphorylation sites, with wild type MHV-68 and
with recombinant viruses bearing previously reported inactive M2
mutant proteins, such as an M2 frame shift mutant [17] and a
PRR-mutant version that cannot trigger the stimulation of the
Fyn/Vav1/Rac1 pathway [22]. Interestingly, these experiments
demonstrated that the phosphorylation of M2 on the tyrosine 120
is critical for the optimal assembly of the M2/Fyn/Vav1 complex
and, perhaps more importantly, for the activation of the latency
program of MHV-68 in infected mice. They also provided
evidence suggesting that the action of M2 in that pathogenic
program involves the manipulation of additional signalling
molecules within B-cells. Taken together, these results reveal
additional mechanistic aspects of the cross-talk established among
M2 and elements of the B-cell signaling machinery that are crucial
for the orchestration of specific biological programs linked to
gammaherpesvirus latency in the host B-cell.
Results
Phosphorylation of M2 on Tyr120 is required for Vav1
activation
We have previously shown that a M2 mutant protein (M2Y)
containing two missense mutations on tyrosine residues 120 and 129
(the amino acid residue positions used in this study for M2 refer to
the final spliced form of this protein, [25]) could not be
phosphorylated by Fyn in vivo or in vitro [22], indicating that these
residues were the actual Fyn targets in M2. To identify the exact
acceptor site of the phosphate group, we generated two M2 mutant
proteins in which either the Y120 (M2Y120F mutant) or the Y129
(M2Y129F mutant) residues were mutated to phenylalanine. To
monitor the phosphorylation of these mutants, these proteins were
expressed in COS1 cells in the presence of Myc-tagged Fyn,
immunoprecipitated, and subjected to immunoblot analysis with
anti-phosphotyrosine (PTyr) antibodies. As a control, we used COS1
expressing either the wild type or the previously described M2Y
mutant version of M2 [22]. These experiments revealed a graded
effect of the mutations in the total levels of M2 phosphorylation.
Thus, the M2Y129F mutant displayed only marginal defects on
tyrosine phosphorylation when compared to its wild type counter-
part (Fig. 1A, upper panel), indicating that this site is not the main
target of Fyn. In contrast, the phosphorylation of M2 was drastically
reduced and totally abolished in the case of the M2Y120F and the
M2Y mutant versions, respectively (Fig. 1A, upper panel). These
results indicate that the main phosphorylation site of M2 is Tyr120.
To investigate the effect of the Y to F mutations in the function
of M2, we used the above anti-M2 immunoprecipitates to monitor
the association of this protein with Fyn. Using anti-Myc
immunoblots, we observed that Fyn could co-immunoprecipitate
at similar levels with both wild type M2 and the M2Y129F mutant
protein. In contrast, its association with M2 was severely reduced
in the case of the M2Y120F mutant and totally abolished when co-
expressed with the M2Y mutant (Fig. 1A, second panel from top).
As previously described [22], Fyn was also tyrosine phosphorylated
in this complex as demonstrated by the detection of phospho-Fyn
in the anti-M2 immunoprecipitates derived from cells expressing
either the wild type or the M2Y129F versions (Fig. 1A, upper
panel). These results suggest that Y120 is involved in the physical
interaction of M2 with Fyn in vivo.
We examined next the role of these two M2 phosphorylation
sites in the coassembly of Fyn and Vav1 and the subsequent
phosphorylation of Vav1. To this end, we co-transfected COS1
cells with Vav1, Fyn and wild type M2 or M2 tyrosine mutants in
the indicated combinations, and examined Vav1 immunoprecip-
itates for the presence of Fyn and M2 proteins (Fig. 1B). While
wild type M2 and the M2Y129F mutant co-immunoprecipitated
equally well with Vav1, the interaction of both M2Y and
M2Y120F mutants with this GEF was significantly reduced
although, unlike the case of the interaction of Fyn with M2Y,
not completely abolished (Fig. 1B, top panel). Likewise, Vav1
associated optimally with Fyn when co-expressed with either wild
type M2 or the M2Y129F mutant. Instead, this complex was
partially or totally lost when M2 was replaced by the M2Y120F
and M2Y mutants in the transfections, respectively (Fig. 1B,
second panel from top). In agreement with these results, in vitro
kinase assays indicated that the optimal phosphorylation of Vav1
by Fyn could be only triggered by wild type M2 and M2Y129F
proteins but not by the rest of Y to F M2 mutants used in the study
(Fig. 1C). Taken together, our results indicate that Y120 is the
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primary phosphorylation residue involved in the formation of the
M2/Vav1/Fyn complex and in Vav1 phosphorylation.
Constitutive phosphorylation of M2 in B cells
In order to address the role of M2 phosphorylation in a more
physiological context, we next monitored the coassembly with Fyn
and Vav1 and the phosphorylation of M2 in A20 cells, a mouse B
cell lymphoma line expressing surface IgGs. To this end, M2 and its
phosphotyrosine mutants were ectopically expressed in these cells.
For comparative purposes, we also analyzed in these experiments the
binding properties and phosphorylation of M2P2, a previously
described M2 mutant protein that lacks the PRR involved in the
recognition of both Vav1 and Fyn [22]. The formation of
heteromolecular complexes was assessed by immunoblot analysis
of Fyn immunoprecipitates for the presence of Vav1 and M2
proteins. These results indicated that Y120 is the primary
phosphorylation residue involved in the formation of the M2/
Vav1/Fyn complex in B cells (Fig. 2A). Next, we examined the
phosphorylation levels of M2 proteins by anti-PTyr immunobloting
of M2 immunoprecipitates. Under these conditions, we observed
that wild type M2 was constitutively phosphorylated on tyrosine
residues even in the absence of BCR stimulation (Fig. 2B, upper
panel; data not shown). This constitutive phosphorylation could be
due to the relatively high basal levels of activation of this cell line
[26]. This phosphorylation was maintained upon mutation of the
Y129 residue but abolished in the case of the replacement of the
Y120 M2 residue (Fig. 2B, upper panel). As expected [22], the
elimination of the proline rich region eliminated the phosphorylation
of M2, as assessed by the lack of detectable phosphorylation levels in
the M2P2 mutant protein (Fig. 2B, upper panel). These results
indicate that the main phosphorylation site of M2 is Y120
independently of the cell type used. To analyze the impact of these
mutations in the activation of Vav1 in B-cells, we monitored by
immunoblot analysis the levels of phosphorylation of endogenous
Vav1 on tyrosine 174 in the transfected A20 cells. Phosphorylation of
this Vav1 site is a good reflection of its activation status, since it has
been shown before that this posttranslational modification induces a
conformational change in the Vav1 molecule that stimulates its
GDP/GTP exchange activity towards Rho/Rac proteins [27–29].
Furthermore, it has been previously shown that M2 induces Vav1
phosphorylation on this site and the concomitant activation of the
downstream Rac1 GTPase [22]. As shown in Fig. 2B, the
phosphorylation of Vav1 induced by the overexpression of M2 in
B-cells did not occur in the case of M2Y120F-transfected cells. As
previously described, Vav1 phosphorylation was also impaired when
theM2P2mutant protein was expressed in A20 cells. In contrast, the
Y129F mutation did not affect the phosphorylation of the
endogenous Vav1 protein at the Y174 position (Fig. 2B).
To verify whether M2 could affect other intracellular proteins in
addition to Vav1, we analyzed total cell extracts from A20 cells by
anti-PTyr immunoblot to monitor the possible phosphorylation of
other B-cell proteins on tyrosine residues upon overexpression of
M2 and the indicated mutants. We observed that M2 and the
M2Y129F mutant induced the phosphorylation of several proteins
of approximately 52, 54, 56, 75, 95 (likely Vav1 itself) and
150 kDa (Fig. 2B, fifth panel from top). Interestingly, the
phosphorylation of these proteins was not observed in A20 cells
expressing either M2Y and/or M2P2 and significantly reduced in
the case of cells expressing the M2Y120F mutations (Fig. 2, fifth
panel from top). Taken together, these results show that Y120 is
the predominant phosphorylated tyrosine of M2 both in lymphoid
and non-hematopoietic cells. Moreover, they indicate that M2 is
also able to promote the BCR-independent phosphorylation of
Vav1 and an additional subset of cellular proteins. This effect is
totally dependent on the presence of both the Y120 residue and
the PRR of M2.
Figure 1. Y120 is the predominant tyrosine required for the formation of the M2/Vav1/Fyn complex and for M2-dependent
phosphorylation of Vav1. COS1 cells were transiently transfected with plasmids encoding the indicated proteins. (A,B) Cells were lysed and
clarified extracts incubated with either anti-M2 (A) or anti-Vav1 antibodies (B). Immunoprecipitates were analysed by western blot with the indicated
antibodies (right side of panels). Western blot analysis of a representative aliquot of total cell lysates (TCL) confirmed expression of proteins (bottom
panels). (C) Cell lysates were incubated with an anti-Vav1 antibody and the resulting immunoprecipitates subjected to an immunocomplex kinase
assay exactly as described previously [22]. Lower panel is an overexposure showing phosphorylation of M2 and its mutant forms. The position of
molecular weight markers is indicated on the right. 2, without; +, with; a, anti; IP, immunoprecipitation; p, phosphorylated; WB, western blot.
doi:10.1371/journal.pone.0001654.g001
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Phosphorylated M2 binds directly to Vav1 and Fyn SH2
domains
The observation that tyrosine phosphorylation regulates the
binding of Fyn and Vav1 to M2 was quite unexpected, since we had
shown before that the interaction of these proteins was mediated by
the M2 PRR [22]. We surmised that the involvement of the
phosphotyrosine M2 motif in this heteromolecular interaction could
be due to two different causes. On the one hand, it was possible that
tyrosine phosphorylation could induce a conformational change in
M2 that resulted in the exposure of the hidden PRR, thereby
facilitating the interaction of this second motif with the M2 target
proteins. On the other hand, it was also feasible that the
phosphorylation sites of M2 could serve as additional docking sites
for Vav1 and Fyn via interactions with the SH2 domains of these two
signalling proteins. To verify the former possibility, we assessed the
binding of several M2 mutants containing Y to D mutations at
positions 120 and 129 to Fyn and Vav1. These mutations mimic the
negative charge created by the incorporation of the phosphate group
on the tyrosine residue so, if the hypothesis of the conformational
change were correct, we expected that some of these mutants could
enhance the binding of Fyn and Vav1 to M2. However, we found
that the Y to D mutations induced effects identical to those elicited
by the Y to F missense mutations, indicating that the role of this
phosphorylation site was not due through conformation-dependent
effects (Fig. 3A,B, top panels).
To assess the second possibility, we first tested the hypothesis that
the SH2 domains of Fyn and Vav1 could bind M2 sequences
containing the phosphorylated Y120 residue. To this end, COS1 cell
lysates containing either the wild type or the SH2 mutant versions of
Fyn and Vav1 were subjected to pull-down experiments with
phosphopeptides (pY) containing either the phosphorylated Y120 or
Y129 residues. After binding, the association of Vav1 and Fyn to
these peptides was determined by immunoblot analysis. As a control
for the specificity of the possible interactions, we included parallel
pull-downs in which peptides were dephosphorylated by the YOP
phosphatase prior to the incubation with cell extracts. As shown in
Figure 4A (two top panels), the pY120 peptide, but not the pY129
peptide, could bind to both Fyn and Vav1. However, this interaction
was lost in the case of the SH2 mutants of Fyn and Vav1 (Fig. 4A,
two top panels) or when the dephosphorylated peptide was used in
the experiments (Fig. 4A, two top panels). These results indicate that
pY120 residue can act as an effective docking site for Vav1 and Fyn.
In order to assess if this interaction required other chaperone
proteins, we repeated these experiments using the isolated SH2
domains of Vav1 and Fyn purified from Escherichia coli as glutathione
S-transferase (GST) fusion proteins. As a negative control, we
performed similar pull-down experiments with the non-chimeric
GST protein. We found that the pY120 peptide could bind directly
both SH2 domains, but that the SH2 domain of Fyn bound more
efficiently than that of Vav1 (Fig. 4B). The phosphorylated peptide
failed to bind to GST (Fig. 4B), confirming the specificity of the
interactions. These differences could not be attributed to loading
artefacts, given that equivalent amounts of peptide and input GST
proteins were used in each pull down experiment.
Figure 2. Role of the phosphotyrosine M2 motif in B-lymphocytes. (A) TCLs from A20 cells expressing the indicated proteins were incubated
with anti-Fyn antibodies and subjected to western blot analysis using the indicated antibodies. As control, aliquots of the same TCLs were analyzed
with anti-Vav1 and anti-Myc antibodies to reveal the levels of endogenous Vav1 and ectopic M2 proteins present in these lysates. (B) M2-transfected
A20 cells were lysed and TCLs analyzed either by immunoprecipitation with anti-M2 antibodies followed by immunoblot with the indicated
antibodies (two upper panels) or by direct immunoblot with the indicated antibodies (rest of panels). The mobility of M2, Fyn and Vav1 proteins is
indicated by arrowheads. The mobility of M2-dependent phosphorylated cellular proteins is indicated by arrows (fifth panel from top). a, anti; IP,
immunoprecipitation; p, phosphorylated; WB, western blot.
doi:10.1371/journal.pone.0001654.g002
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Figure 3. Increased association of Fyn and Vav1 to phosphorylated M2 does not involve phosphorylation-dependent
conformational changes. (A,B) COS1 cells were transiently transfected with plasmids encoding the indicated proteins. After 48 h, cell extracts
were obtained and subjected to immunoprecipitation with either anti-M2 (A) or anti-Vav1 (B) antibodies. Immunoprecipitates were analyzed by
western blot with the indicated antibodies (right side of panels). Aliquots of the TCL used in the immunoprecipitations were analysed in parallel to
confirm expression of the appropriate proteins (bottom panel). 2, without; +, with; a, anti; IP, immunoprecipitation; WB, western blot.
doi:10.1371/journal.pone.0001654.g003
Figure 4. Phosphorylated M2 binds directly to SH2 domains of Fyn and Vav1. (A) COS1 cells were transiently transfected with plasmids
encoding the indicated proteins (top). Cell extracts were incubated with biotinylated peptides containing M2 sequences encompassing
phosphorylated (2) and YOP-mediated (+) dephosphorylated versions of residues 120 and 129. Complexes were recovered with streptavidin-coupled
agarose beads and analyzed by western blot using the indicated antibodies (right side of panels) to reveal the possible association of the indicated
versions of Fyn (top panel) and Vav1 (second panel from top). Western blot analysis of aliquots of TCL confirmed expression of proteins (three bottom
panels). (B) The phosphorylated Y120 peptide described in (A) was incubated with increasing amounts of the indicated GST fusions proteins purified
from bacteria. After binding, the peptide was recovered as indicated above and bound proteins identified by immunoblot analysis using anti-GST
antibodies (upper panel on the left). Aliquots of GST proteins were analyzed by western blotting (upper panel on the right). (C,D) COS1 cells were
transiently transfected with plasmids encoding the indicated proteins. Clarified lysates were incubated with anti-Vav1 (C) or anti-M2 (D) antibodies.
Immunoprecipitates were analyzed by western blotting using the indicated antibodies (left). Aliquots of TCL used in the immunoprecipitations were
analysed in parallel to confirm the expression of proteins used in this experiment (bottom panels). *, point mutation in the indicated domain of Fyn or
Vav1; 2, without; +, with; IP, immunoprecipitation; WB, western blotting.
doi:10.1371/journal.pone.0001654.g004
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To confirm that Vav1 binds to both phosphorylation sites and
the PRR of M2, we next compared the association of M2 with
wild type and mutant Vav1 proteins with inactivated SH2 and the
C-terminal SH3 domains either in the absence or presence of Fyn.
For these experiments, Vav1 N-terminal SH3 mutants were not
analyzed since we have previously shown that M2 only binds to
the C-terminal SH3 domain of Vav1 or Vav2 [22]. In the absence
of Fyn, the inactivation of the C-terminal Vav1 SH3 domain
markedly reduced the M2/Vav1 interaction (Fig. 4C, upper panel,
interaction observed only after longer exposure times, data not
shown), confirming our previous observations [22]. In contrast, the
inactivation of the Vav1 SH2 domain affected only marginally the
association of Vav1 with M2 under these conditions (Fig. 4C,
upper panel). This is consistent with the low phosphorylation levels
of M2 in the absence of Fyn (see above, Fig. 1C, lower panel). As
expected [22], co-expression of Fyn enhanced the interaction
between M2 and Vav1 (Fig. 4C, upper panel). Under these
conditions, a significant level of coimmunoprecipitation was
observed between M2 and SH2 and C-terminal SH3 mutants of
Vav1 (Fig. 4C, upper panel). Therefore, under conditions of
optimal M2 tyrosine phosphorylation, these two domains of Vav1
could efficiently establish physical contacts with the viral protein.
Consistent with previous results [22], we found that Fyn formed
part of the M2/Vav1 complexes (Fig. 4C, second panel from top).
This association could be detected regardless of the Vav1 protein
used (Fig. 4C, second panel from top), indicating that the
association between Vav1 and Fyn is made indirectly via the
scaffolding action of M2. As expected, Fyn also associated with the
phosphorylation sites and the PRR of M2, however, in this case
binding through the SH2 domain had a stronger influence
(Fig.4D, upper panel). Control immunoblots showed equivalent
expression levels of M2, Fyn and Vav1 proteins in the appropriate
samples (Fig. 4C,D). Taken together, these results indicate that
Fyn and Vav1 use two independent docking sites to associate
stably with M2.
The phosphosites and PRR of M2 contribute to the
establishment of latency in GC B cells but they are not
responsible for the full complement of M2 functions
In order to determine the functions of the identified phospho-
sites and the PRR of M2 in physiological context of latency in
vivo, we generated MHV-68 recombinant viruses in which the m2
gene was modified to contain the mutations in either the
phosphorylation motif or the PRR (designated vM2P2, with
proline residues at positions 158, 160, 163 and 167 mutated to
alanine). Given that the Y120F M2 mutant still displayed some
basal phosphorylation in some cell contexts (i.e., COS1 cells), we
decided to use in these experiments a virus encoding the M2Y
mutant (designated vM2Y, with tyrosine residues at positions 120
and 129 mutated to phenylalanine), a version of M2 that shows no
detectable phosphorylation even under conditions of Fyn overex-
pression (see above, Fig. 1A). Moreover, this mutant totally
disrupts the interaction with Fyn and the phosphorylation of B-cell
proteins (see above, Figs. 1A and 2), thus ensuring the total
blockage of the signals emanating from this M2 region. The DNA
structures of mutant viruses were verified by PCR, DNA
sequencing and examination of restriction enzyme digestion
profiles of Escherichia coli-derived BAC DNA and PCR of
reconstituted virus DNA. The stability of the introduced mutations
was further checked in viruses recovered from latently infected
spleens confirming the retention of the engineered point
mutations. Spliced M2 transcripts could be readily detected in
RNA extracted from fibroblasts infected with each of the viruses,
confirming that the mutations did not affect transcription of M2
(data not shown). These viruses were used to infect mice and
analysed for the previously shown functions of M2 in latency. In
addition, we used in this study a previously described M2 frame
shift mutant (vM2FS) that does not express this protein [17]. By
using this additional virus, we wanted to distinguish whether the
phosphosites and the PRR mutants were responsible for either the
totality or just a subset of the functions previously ascribed to M2
during B-cell infection [17,30–32]. To analyse the behaviour of
these viral mutants during latency, we infected Balb/c mice with
each of these viruses and monitored both the establishment and
the long-term latency of MHV-68 in B cells. To this end, we
subjected these animals to three independent, although comple-
mentary biological assays: ex vivo reactivation assays to measure
latent infection in total splenocytes, flow cytometry coupled to
limiting dilution and real time PCR to quantify the frequency of
viral DNA positive GC B cells in spleen, and in situ hybridization
analysis to identify virally infected cells within the spleen. Using
the former assay, we observed in the case of the wild type virus the
expected peak of infection at day 14 post-inoculation, with latent
infection subsiding thereafter to become undetectable at day 50
post-inoculation (Fig. 5) [33]. In contrast, the vM2Y and vM2P2
viruses showed a vM2FS-like pattern of infection during the
establishment of latency. This was characterised by an approxi-
mately 100-fold deficit of latent infection at day 14 post-
inoculation and a subsequent increase in infectious centres by
day 21 post-inoculation when compared with infections made with
wild type viruses (Fig. 5). No preformed infectious virus could be
detected by suspension assay of freeze-thawed spleen homogenates
at any time point and for any virus analyzed, indicating that
splenic infection was only latent. However, unlike the case of the
vM2FS mutant virus, the vM2Y and vM2P2 viruses became
undetectable during long-term latency (Fig. 5). A revertant virus
(vM2Y-R) in which the M2Y locus was restored to wild type status
did not show any defects in the course of infection, indicating that
phenotypic changes observed with the M2Y mutation were
intrinsic to this locus and not the consequence of mutations
elsewhere in the viral genome (Fig. 5). These results indicate that
the PRR and the phosphosites of M2 are responsible for engaging
the cellular responses important for the establishment, but not
maintenance, of latency.
To assess whether the deficit in the establishment of latency
exhibited by the M2 mutant viruses reflected a phenotype in GC B
cells, we determined the frequency of GC B-cells harbouring viral
genomes. In mice infected with vM2Y or vM2P2, the frequency of
viral genome-positive GC B cells only peaked at day 21 post-
infection (Table 1). This was in contrast with the frequencies of
viral genome-positive GC B cells in mice infected with wild type
virus and vM2Y-R, which reached maximal levels at day 14 post-
infection (Table 1). After longer post-infection periods (day 50),
only mice infected with vM2FS exhibited high frequencies of viral
genome-positive B cells (Table 1).
To verify that this infection profile was linked to the residency of
the virus in GC B cells, we monitored the presence of each of those
viruses by detecting transcripts corresponding to the MHV-68-
derived microRNAs using in situ hybridization, an assay that allows
the analysis of the expansion and cessation kinetics of latent
infection within GCs [13,18,34]. Mice infected with either wild
type or vM2Y-R viruses showed the expected pattern of infection
(Fig. 6A,B) [18]. This pattern was characterized by the detection of
large clusters of infected cells within GCs at day 14 post-infection
that reflect cellular proliferation and, thereby, expansion of the
latently infected cell pool (Fig. 6A, panels a,e). At day 21 post-
infection, we observed sharp declines in the total number of
infected GCs and in the number of GCs that were associated with
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the presence of large clusters of latently infected cells. This pattern
reflects the cessation of the virus driven GC B cell proliferation
(Fig. 6A, panels f,j; and Fig. 5B). At later periods (day 50), infection
became confined to a reduced number of cells scattered within
secondary follicles, a phenotype that correlates with the mainte-
nance phase of latent infection (Fig. 6A, panels k,o). The kinetics
and pattern of infection in the spleens of mice inoculated with
vM2FS was as previously reported [17]. Thus, after infection with
this virus, maximal numbers of large clusters of infected GC B cells
were reached only at day 21 post-infection (Fig. 6A, panel g). High
levels of latent infection were still observed at day 50 post-infection
(Fig. 6A, panel l), where almost 100% of the miRNA-positive
follicles presented with large clusters of infected cells (Fig. 6B). In
the case of infections by vM2Y and vM2P2, there was a reduced
number of miRNA positive follicles at day 14 post-infection
(Fig. 6A, panels c,d). This deficit reflected both a decreased
number of infected follicles as well as a low number of positive
follicles with large clusters of latently infected cells when compared
Table 1. Frequency of genome-positive GC B cellsa
Days
p.i. Virus
Reciprocal frequencyb of viral
DNA+ GC B cells (95% CI) %Cellsc
Total no. of
cellsd
No. of viral DNA-
positive cellse
14 WT 3 (2–6) 5.7 1.16107 3,666,667
M2FS 61 (39–142) 5.7 1.16107 180,328
M2Y 23 (15–53) 7.8 1.66107 608,696
M2P2 26 (17–60) 8.9 1.86107 692,308
M2Y-R 6 (4–13) 6.8 1.46107 2,333,333
21 WT 79 (51–175) 6.0 1.26107 151,899
M2FS 6 (4–12) 6.0 1.26107 2,000,000
M2Y 23 (14–58) 4.3 8.66106 373,914
M2P2 10 (7–21) 4.1 8.26106 820,000
M2Y-R 51 (32–119) 4.9 9.86106 192,157
50 WT 148 (92–380) 2.1 4.26106 28,378
M2FS 8 (6–17) 4.9 9.86106 1,225,000
M2Y 128 (77–381) 1.5 3.06106 23,437
M2P2 256 (169–527) 2.6 5.26106 20,233
M2Y-R 78 (52–162) 1.7 3.46106 43,897
aData were obtained from pools of at least five spleens.
bFrequencies were calculated by limiting-dilution analysis with 95% confidence intervals (CI).
cThe percentage of GC B cells from total spleen was estimated by FACS analysis.
dThe total number of cells was estimated from the percentage of the total spleen, based on an estimate of 26108 cells/spleen.
eThe number of latently infected cells was based on the frequency of latency within GB B cells and the estimated total number of cells.
doi:10.1371/journal.pone.0001654.t001
Figure 5. Activation of Vav proteins is necessary to the establishment of normal levels of latency in spleen. Balb/c mice were intranasally
infected with viruses of the indicated viral genotypes and latent load quantified by ex-vivo reactivation. Each point represents the infectious center titre
from an individual mouse. Horizontal bars indicate arithmetic means. The dashed line indicates the limit of detection of the assay.
doi:10.1371/journal.pone.0001654.g005
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to wild type virus (Fig. 6B). In this case, maximal levels of GC
infection were only observed at day 21 post-infection (Fig. 6A,
panels h,i). These levels declined thereafter and reached values
equivalent to those observed in the case of wild type and the
vM2Y-R viruses (Fig. 6A, panels m,n). Taken together, these
results indicate that the PRR and the phosphotyrosine sites of M2
work coordinately during infection in vivo, where they play
essential roles in the M2 functions linked to the establishment of
latency within GC B-cells. Furthermore, they suggest that the
functions of M2 related to latency maintenance are probably due
to other motifs of this molecule, raising the possibility that separate
regions of the M2 molecule regulate different branches of the
pathogenicity program of MHV-68.
Discussion
M2 is a MHV-68 encoded protein that modulates signalling
pathways linked to the establishment of viral latency in B cells. M2
contributes to the latency program through the manipulation of
key signal transduction pathways [22,35]. In order to do so, M2
Figure 6. Modulation of Vav activity is required for normal kinetics of latency in GC B cells. Balb/c mice were intranasally infected with
viruses of the indicated viral genotypes. Spleen sections were processed for in situ hybridization with miRNA riboprobes. (A) Representative spleen
sections from each group of animals. Dark staining indicates cells positive for viral encoded miRNAs. All sections are magnified at6200 and counter
stained with haematoxylin. (B) Mean percentage 6 SEM of miRNA+ follicles (filled bars) and positive follicles with large clusters of miRNA-positive
cells (open bars). Six sections per mouse and at least four mice per group were counted at each time point. Follicles were scored positive if they
contained at least one positive miRNA cell and positive for expansion if they contained more than ten miRNA positive cells.
doi:10.1371/journal.pone.0001654.g006
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utilises different structural motifs present in its primary structure.
For example, it has been shown that the activation of the Vav
pathway requires the interaction of the M2 PRR with the C-
terminal SH3 domains of Vav1 and Vav2 proteins [22]. Likewise,
the M2-dependent down-modulation of the STAT pathway
requires a scattered motif distributed between the central basic
region and N-terminal amino acids of M2 [35,36]. Whether other
regions of M2 contribute to these or other functions remained to
be determined up to now. Here, we show that a tyrosine-
phosphorylated region of M2 constitutes a third M2 regulatory
motif that contributes to the establishment of MHV-68 latency in
B cells. This region contains two tyrosine residues (Tyr120 and
129) that are inducibly phosphorylated in ectopic systems by Fyn
and constitutively phosphorylated in the A20 B-cell line. By using
mutant proteins targeted in these two residues, we have
demonstrated that Tyr120 is the primary phosphorylation site of
M2 while Tyr129 contributes much less to the overall phosphor-
ylation of the protein. Interestingly, we have observed that this
new region and the M2 PRR need to work together in order to
activate optimally the Fyn/Vav1 pathway.
The structural dissection of these two motifs indicates that the
cooperative action of the phosphotyrosine residues and the PRR is
not mediated by major structural changes that expose putative
cryptic binding sites of the M2 molecule. Instead, we have
demonstrated that these two motifs work as independent docking
sites for the SH3 and SH2 domains of both Vav1 and Fyn. In
agreement with this view, we have observed that the optimal
binding of Fyn to M2 requires the presence of both the
phosphotyrosine and PRR motifs. Furthermore, we have also
shown that Vav1 proteins with non-functional C-terminal SH3 or
SH2 domains can still bind to M2, although at much lower levels
than those observed with the wild type protein. Supporting this
dual docking site model, we have also shown that the defective
interaction of the Vav1 SH3 mutant with M2 is rescued by the
overexpression of Fyn and the subsequent phosphorylation of M2.
The requirement of two independent motifs for the optimal
binding of Vav proteins to other partners is not unprecedented.
Thus, previous studies have shown that binding of Vav1 to Cbl-b
requires the SH2 and SH3 regions [37] and, of particular
relevance to the current study, it has been reported that the
binding of Vav2 (and presumably the rest of Vav family proteins)
to mDia/interacting protein requires the simultaneous engage-
ment of a tyrosine phosphorylation motif and a PRR [38].
The study of the signalling properties of M2 and its mutants in
B-cells has revealed that this protein may also use other B-cell
targets. Thus, we have shown that the enforced expression of M2
in A20 cells results in the tyrosine phosphorylation of five
additional proteins whose molecular weights range between 50
and 150 kDa. Consistent with our observations with Vav1 and
Fyn, we have observed that the mutation of M2 in either the
phosphotyrosine motif or the PRR disrupt these phosphorylation
events. Likewise, we have shown that the Y120 phosphorylation
residue has a much relevant biological role than the Y129 site in
this cellular response. These results underscore the concept that
the phosphotyrosine motif and the PRR of M2 exert intertwined
actions for the optimal manipulation of the B-cell signalling
machinery. At this moment, we do not know whether these
additional M2-dependent phosphoproteins are direct M2 binding
partners or, alternatively, downstream elements activated by either
Fyn or Vav1. Preliminary experiments favour the former
possibility, since we have observed by pull-down experiments that
M2 phosphopeptides can bring down some of those phosphopro-
teins. Thus, it is likely that, as in the case of the KSHV K1 protein
[9,11], M2 could mediate the formation of a complex signalosome
with a subset of B-cell signalling proteins. We are conducting
currently proteomic experiments to identify these new putative M2
targets.
The presence of two interacting motifs in the M2 structure
raises interesting regulatory possibilities. According to the previous
model of interactions of Vav1 and Fyn with the M2 PRR, it was
difficult to understand how the M2/Fyn/Vav1 complex could be
assembled, since Fyn and Vav1 will be binding to the same M2
PRR. The presence of two docking sites involved in this
interaction solves this problem, since it is possible that the trimeric
complex will be formed through the independent binding of Vav1
and Fyn to either the phosphotyrosine motif or the PRR. Given
that both proteins can bind to these two regions of M2, this
trimeric complex may form in different ways. For example, Vav1
could associate with the PRR or the phosphotyrosine motif when
Fyn is bound to the phosphotyrosine or PRR, respectively. In
favour of this hypothesis, we have observed that Fyn can be
detected in an M2-dependent manner in the anti-Vav1 immuno-
precipitates regardless of whether this GEF has inactivating
mutations in either the SH2 (that disrupts its association with
the M2 phosphotyrosine motif) or the C-terminal SH3 domain
(which blocks its association to the M2 PRR). However, we cannot
exclude the possibility that the trimeric complex could be also
formed with those two proteins binding simultaneously to the two
M2 docking sites. This alternative mechanism of assembly is only
feasible if M2 forms homodimers within the host cell. Preliminary
experiments conducted in our lab indicate that this is not the case
(data not shown). An issue that is still problematic according to this
model of interaction is the understanding of how Fyn becomes
associated with M2 in the first place. According to our present
results, Fyn only binds to M2 when both the PRR and the
phosphotyrosine domains are functional. If so, how is this complex
formed when M2 is non-phosphorylated? To solve this signalling
conundrum, we favour a model in which the association of Fyn
and M2 will entail two independent, and mechanistically separable
steps. In the first step, the initial binding of Fyn to M2 would be
triggered by the prior trans-phosphorylation of M2 by Fyn in the
absence of complex formation or, alternatively, by the binding of
Fyn to M2 molecules previously phosphorylated by other protein
tyrosine kinases. This trans-phosphorylation could occur in the
absence of direct physical interactions since the constitutive
localization of M2 in the plasma membrane makes it possible
the presence of other membrane-bound kinases in the neighbour-
hood [22]. This model is mechanistically similar to the binding of
Syk to the tyrosine-phosphorylated sequences of the Iga and Igb
ITAM regions. This initial phosphorylation step would lead to the
subsequent physical interaction of Fyn to either uncomplexed M2
proteins or to the M2/Vav1 complex, a result that would trigger
the subsequent phosphorylation of Vav1 by the associated kinase.
In any case, it is worth mentioning that M2 can be detected in
binary complexes with Vav1 and Fyn alone, indicating that M2
will display different forms of engagement during the establish-
ment of viral latency such as free forms, binary complexes with
either Vav1 or Fyn, and the trimeric M2/Vav1/Fyn complex.
This spectrum of states may be even larger if the additional
phosphoproteins triggered by M2 in B-cells also associate with M2
following Vav1- or Fyn-like mechanisms.
Our results with the Y to F M2 mutants also suggest that the
phosphorylation levels of the wild type M2 protein could be used
to induce different signalling outputs within the host cells. For
instance, we have observed that the phosphorylation pattern
induced by M2 in B-cells follows a gradient response, with a total
absence of signal in the case of the M2Y mutant, a low but
detectable signal elicited by the M2Y120F mutant, and the robust
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phosphorylation of B-cell proteins upon expression of the wild type
M2 protein. These results suggest that if M2 undergoes different
levels of phosphorylation in these two residues during the MHV-
68 infection, this information could be computed by the B-cell to
trigger intracellular signals of different intensity and/or to
stimulate distinct, signal-dependent biological programs. This
possibility would add further plasticity for the regulation of the
MHV-68 pathogenic program in the host cell. In this regard, it will
be interesting to generate phosphospecific antibodies to M2 in the
future to monitor the phosphorylation kinetics of M2 during the
different phases of MHV-68 latency in vivo.
The importance of these two M2 docking motifs for MHV-68
latency is further strengthened by the data derived from the
infection of mice with MHV-68 mutant viruses harbouring
different M2 mutants. This genetic strategy has confirmed in vivo
the important functional role of both the phosphotyrosine and the
PRR motifs for the establishment of MHV-68 latency in B cells.
Moreover, the observation that the phenotypes obtained by the
M2Y and M2P2 proteins are identical, further strengthens the idea
regarding the coordinated action of these two docking motifs
during the function of M2 in the host cell. Interestingly, the use of
this genetic strategy also revealed that the infection of mice with
vM2Y and vM2P2 viruses does not recapitulate the overall
biological program of the M2 protein during MHV-68 latency.
Thus, in contrast to what is observed with a M2 frame shift mutant
virus, we have observed that the infection of animals with those
viruses does not result in the induction of persistent uncontrolled
proliferation of infected GC B cells. These results indicate that
other regions of M2 mediate this latter stage of the MHV-68
pathogenic program. Whether this is due to additional, intrinsic
functions of M2 or to indirect causes, i.e. clearance of the virus by
the immune system, remains to be determined.
Collectively, our present data indicates that M2 functions as a
multidocking protein that promotes the spurious, BCR-indepen-
dent activation of the Vav1/Rac1 pathway and other intracellular
routes. Furthermore, we have demonstrated genetically that the
intracellular effects triggered by the concerted action of the
phosphotyrosine and PRR M2 motifs are essential for the
establishment of MHV-68 latency in GC B-cells but not for the
subsequent maintenance of long term latency, suggesting the
possibility that M2 could trigger distinct signalling branches that
contribute independently to different stages of the MHV-68
pathogenic program. Finally, the observation that M2Y and M2P2
disrupt MHV-68 latency raise the prospect of using phosphopep-
tides and/or PRR-containing peptides to block latency in vivo or,
alternatively, to use in pharmacological approaches to block the
activity of specific signalling pathways in B lymphocyte-based
diseases. Further studies linking the biochemical properties of M2
with the pathogenesis of MHV-68 should provide valuable insights




pCMV-Myc constructs, encoding wild type M2, M2Y and
M2P2 mutants, and pcDNA3-Vav1 expression plasmid encoding
wild type mouse Vav1, have been described previously [22,39].
pCMV-Myc-Fyn, encoding wild type mouse Fyn was generated by
subcloning the Fyn cDNA sequences from the corresponding
pCMV-HA expression construct [22]. pCMV-Myc constructs
encoding Y120F, Y129F, Y120D, Y129D and Y120,129D (2YD)
M2 mutants, and pCDNA3 encoding Vav1 with an inactivating
amino acid substitution (R696A) in the SH2 domain [40] or
encoding Fyn with an inactivating amino acid substitution
(R176K) in the SH2 [41,42] or (W119L) in the SH3 domains
[43], were generated by site directed mutagenesis using a
Stratagene Quickchange kit according to the manufacturer’s
instructions. A pCDNA3 encoding Vav1 with an inactivating
amino acid substitution (P833L) in the most C-terminal SH3
domain has been described [44]. A pGEX-2T construct encoding
the SH2 domain of Vav1 has been described [45]. The sequence
encoding the SH2 domain of mouse Fyn (residues 145–247) was
amplified by PCR and cloned into pGEX-6P-1 expression vector
(GE Healthcare). All constructs were verified by DNA sequencing.
Antibodies and fusion proteins
A rabbit polyclonal antibody to M2 has been described before
[22]. Other antibodies used in this work included phosphospecific
antibodies to Vav1 phospho-Y174 [46], a monoclonal antibody
against the c-Myc epitope (Invitrogen/Clontech), rabbit polyclonal
antibodies to Vav1 and Fyn (Santa Cruz), an anti-phosphotyrosine
monoclonal antibody (PY99, Santa Cruz) and a goat polyclonal
antibody to glutathione S-transferase (GE Healthcare). GST and
GST-SH2 fusion proteins were produced in Escherichia coli by
IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) induction and puri-
fied with glutathione-sepharose beads using standard procedures.
Cells and transfections
COS1 and NIH3T3 cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% heat inactivat-
ed foetal bovine serum, 2 mM glutamine and 100 U/ml penicillin
and streptamicin. Baby hamster kidney cells (BHK-21) were
cultured in Glasgow’s modified Eagle’s medium supplemented as
described above plus 10% tryptose phosphate broth. For
immunoprecipitation and pull down assays, COS1 cells were
transfected with 2–4 mg of the indicated plasmids using the DEAE-
dextran method. A20 B cells were propagated in RPMI 1640
medium supplemented with 10% heat inactivated foetal bovine
serum, 2 mM glutamine and 100 U/ml penicillin and streptami-
cin. For transfection, 26107 A20 cells were electroporated (270 V,
500 mF) with 15 mg of plasmid DNA using a Bio-Rad gene pulser
and incubated for 24 h in supplemented RPMI.
Immunoprecipitation and in vitro kinase assays
Transfected COS1 or A20 B cells were rinsed twice in ice-cold
PBS and disrupted with ice-cold lysis buffer containing 10 mM
Tris-HCl pH7.4, 100 mM NaCl, 1mM NaF, 1 mM orthovana-
date, 0.5% NP-40 and Cwmplete protease inhibitors. Lysates were
clarified by centrifugation and incubated with 1 mg of antibodies
to either M2 or Vav1 or Fyn for 2 h at 4uC. A20 B cell lysates
were precleared with protein-G conjugated Sepharose beads (GE
Healthcare), prior to incubation with anti-M2 serum. Immune-
complexes were recovered by incubation with protein G-
conjugated Sepharose beads for 45 min at 4uC. After 3 washes
with ice-cold lysis buffer, proteins were eluted in reducing
Laemmli’s buffer, resolved by SDS-PAGE, transferred to nitro-
cellulose and immunoblotted with the indicated antibodies. For in
vitro kinase assays, Vav1 immunoprecipitates were obtained as
described above, washed twice in lysis buffer, and then subjected
to an in vitro kinase assay as previously described [22]. Proteins
were eluted in reduced Laemmli’s buffer and resolved by SDS-
PAGE. Gels were fixed, dried and subjected to autoradiography.
Pull-down experiments
N-terminal biotinylated, tyrosine phosphorylated (pY) peptides
corresponding to a region of M2 incorporating Y120 (SPEENI-
pYETANSE) and Y129 (ANSEPVpYIQPIST) were purchased
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from Sigma. A non-phosphorylated version of the Y120 peptide
was obtained by incubation with 50 U of YOP tyrosine phosphatase
(New England Biolabs), for 30 min at 30uC. The enzyme was
inactivated by the addition of 1 mM orthovanadate. For pull-down
experiments, 10 mg of each peptide were incubated with clarified cell
lysates or purifiedGST proteins overnight at 4uC. Peptide complexes
were recovered with 20 ml of streptavidin-conjugated Sepharose
beads (GE Healthcare) for 1 h at 4uC. After 3 washes in lysis buffer,
proteins were eluted from the beads in reducing Laemmli’s buffer,
resolved by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose and analysed
by western blot with the indicated antibodies.
Generation of recombinant viruses
MHV-68 vM2Y (with tyrosine residues at positions 120 and 129
mutated to phenylalanines) and vM2P2 (with proline residues at
positions 158, 160, 163 and 167 mutated to alanines) viruses were
generated by mutagenesis of the viral genome cloned as a bacterial
artificial chromosome (BAC) [47,48]. The following point
mutations were introduced on the M2 gene by overlapping PCR
using MHV-68 genomic DNA as a template: T4221, 4228A in
vM2Y and G4108, 4120, 4129, 4135C in vM2P2. PCR products were
inserted into the HindIII E MHV-68 fragment cloned in the
pST76K-SR shuttle plasmid [17], using BlnI (nt 3908) and XhoI (nt
5361) restriction sites. The PCR-derived regions were sequenced
to confirm the integrity of the mutations. Recombinant HindIII E
shuttle plasmids were transformed into an Escherichia coli strain
(DH10B) containing the wild type MHV-68 BAC (pHA3).
Following a multi-step selection procedure, recombinant BAC
clones were identified by DNA sequencing. To generate a vM2Y
revertant virus (vM2Y-R), the wild type HindIII E pST76K-SR
shuttle plasmid was transformed into DH10B cells containing the
mutant BAC genome. All viruses were reconstituted by transfec-
tion of BAC DNA into BHK-21 cells using FuGENE 6 (Roche
Molecular Biochemicals). The loxP-flanked BAC cassette was
removed by viral passage through NIH Cre 3T3 cells and limiting
dilution to obtain GFP-negative viruses.
Analysis of recombinant viruses
Groups of 6- to 8-week old female BALB/c mice (Instituto
Gulbenkian de Cieˆncia, Portugal) were inoculated intranasally
with 104 p.f.u. in 20 ml of PBS under halothane anaesthesia. At 14,
21 or 50 days post-infection, spleens were removed and processed
for subsequent analysis. Titres of infectious virus were determined
by suspension assays of freeze-thawed spleen homogenates using
BHK-21 cells. Latent virus load was quantified by using explant
cocultures of single-cell suspension splenocytes with BHK-21 cells.
Plates were incubated for four (suspension assays) or five (coculture
assays) days, then fixed with 10% formal saline and counterstained
with toluidine blue. Viral plaques were counted with a microscope.
The frequency of MHV-68 genome-positive GC B cells was
determined by limiting dilution combined with real-time PCR,
essentially as previously described [20]. GC B cells (B220+; PNAhi)
were obtained from pools of five spleens using a BD FACSAria
Flow Cytometer (BD Biosciences). The purity of sorted cells was
always .98%. Real-time PCR was performed on a ABI Prism
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) according
to the manufacturer’s instructions, using the fluorescent Taqman
methodology. It is important pointing out that the change in the
value range in these experiments when compared with previous
published work using the Light Cycler apparatus from Roche
Molecular Biochemicals, is due to the higher sensitivity of the real-
time PCR methodology performed here. Noteworthy, that this
change in sensitivity affects the total values but not the fold
difference in the frequencies of viral DNA positive cells for wild
type MHV-68 when compared to vM2FS. In fact, if we compare
the fold changes in the present and previous manuscripts, they are
actually very similar (compare current manuscript and [20]).
Primer/probe sets used were specific for the MHV-68 M9 gene (59
primer: GCCACGGTGGCCCTCTA; 39 primer: CAGGCCTC-
CCTCCCTTTG; probe: 6-FAM-CTTCTGTTGATCTTCC–
MGB). Samples were subjected to a melting step of 95uC for
10 min followed by 40 cycles of 15 s at 95uC and 1 min at 60uC.
In situ hybridization with a digoxigenin-labelled riboprobe
encompassing both MHV-68 vtRNAs and microRNAs 1 to 4
was performed on formalin-fixed, paraffin-embedded spleen
sections, as previously described [49]. Probes were generated
by T7 transcription of a pEH1.4 using a commercial kit from
Roche Molecular Biochemicals, according to the manufacturer’s
instructions.
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